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บทคัดยอ 

การทําแหงโปรไบโอติก 4 สายพันธุ คือ Lactobacillus plantarum TISTR 875, 
Lactobacillus acidophilus TISTR 1034, Bifidobacterium longum DSM 20215 และ 
Bifidobacterium bifidum DSM 20456 พบวา  Lactobacillus plantarum TISTR 875 มีการลดลงของ
เซลล 0.18 log CFU/มิลลิลิตร หลังจากการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง โดยผานการแชแข็งที่อุณหภูมิ  
-196 องศาเซลเซียส ปจจัยที่มีผลตอการเจริญและการรอดชีวิตของโปรไบโอติกที่ผานการทําแหง
แบบแชเยือกแข็ง ไดแก แหลงคารบอน การเติม crude fiber และสภาวะในการเจริญ (พีเอชและ
อุณหภูมิ) ซ่ึงการเติมสารสกัดดวยน้ําของถั่วเหลือง 2 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอนในการ
เจริญเติบโตของเชื้อ มีการลดลงของ Lactobacillus plantarum TISTR 875 0.11 log CFU/มิลลิลิตร 
หลังจากการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง และเมื่อเติม crude fiber ของถ่ัวเขียวชนิดละเอียด 2 
เปอร เซ็นตในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารสกัดดวยน้ําของถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอน  พบวา 
Lactobacillus plantarum TISTR 875 มีการรอดชีวิตดีกวา การไมเติม crude fiber การเติม crude 
fiber ของถ่ัวเหลือง ขาวโพด และ EPSs  

การเลี้ยง Lactobacillus plantarum TISTR 875 ในอาหารเลี้ยงเชื้อพีเอช 6.5 วาง
เล้ียงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทําใหเช้ือทนตอการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง การรอดชีวิตของ 
Lactobacillus plantarum TISTR 875 ที่มีการเก็บเกี่ยวเซลลที่ระยะการเจริญ  late log phase, mid 
stationary phase และ late stationary phase ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) และ พบวา 
ซูโครส เปนสาร cryoprotectant ที่ดีที่สุด รองลงมาคือสารสกัดขาวโพด เมื่อเทียบกับ นมพรองมัน
เนย (skim milk), Fructo-oligosacchrides (FOS), สารสกัดถ่ัวเหลือง, crude fiber ถ่ัวเหลือง, crude 
fiber ขาวโพด, สารสกัดถ่ัวเขียว, crude fiber ถ่ัวเขียว A,B และ EPSs  

Lactobacillus plantarum TISTR 875 ที่ผานการเลี้ยงดวยอาหาร MRS ดดัแปลงทีม่ี
การใชสารสกัดจากถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอน มีการเติม crude fiber จากถั่วเขียวชนิดละเอียด พี
เอชอาหาร 6.5 ทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมงแลวทําการเก็บเกี่ยว
เซลล มีการเติมสารสกัดจากขาวโพด เปนสาร cryoprotectant เพื่อเปนผลิตภัณฑซินไบโอติก แลว
นําไปแชแข็งดวยไนโตรเจนเหลว ทําแหงแบบแชเยือกแข็ง ไดผลิตภัณฑออกมาในรูปแบบผงมีการ
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รอดชีวิตดีกวาเซลลอิสระ (เล้ียงดวยอาหาร MRS ปกติและไมมีการทําแหง) เมื่ออยูในสภาวะเปน
กรดที่พีเอช 2 สวนในสภาวะที่เปนเกลือน้ําดีเซลลที่ผานการทําแหงและเซลลอิสระไมมีความ
แตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) การเก็บรักษาผลิตภัณฑในถุงลามิเนตสภาวะสุญญากาศที่อุณหภูมิ 5 
องศาเซลเซียส มีการรอดชีวิตของ Lactobacillus plantarum TISTR 875 สูงกวา การบรรจุในขวด
แกวที่มีการเติมไนโตรเจน และการเติมผลิตภัณฑรูปแบบผงในน้ํานมและน้ําสมพาสเจอไรซเช้ือมี 
การรอดชีวิตใกลเคียงกัน เมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 สัปดาห ซึ่งมีปริมาณ
เชื้อที่เหลืออยูเพียงพอที่เปนประโยชนตอรางกายผูบริโภค คือ 6.87 และ 6.88 log CFU/มิลลิลิตร 
ตามลําดับ 
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ABSTRACT 

Freeze-drying survival of probiotic bacteria including Lactobacillus acidophilus 
TISTR 1034, Lactobacillus plantarum TISTR 875, Bifidobacterium bifidum DSM 20456 and 
Bifidobacterium longum DSM 20215 were determined Lactobacillus plantarum TISTR 875 
showed the lowest cell reduction of 0.18 log CFU/ml after freeze-drying at freezing temperature 

of -196°C. The factors affecting growth and survival  of probiotics after freeze-drying, including 
carbon sources, addition of crude fiber and growth condition (pH and temperature) were studied. 
Addition of 2 % water extract from soybean as a carbon source for probiotic growth showed the 
lowest cell reduction of  Lactobacillus plantarum TISTR 875 (0.11 log CFU/ml) after freeze-
drying. When 2 % of mungbean crude fiber was added in the cultivation medium contained water 
extract from soybean as a carbon source, Lactobacillus plantarum TISTR 875 showed greater 
survival compared to control (without crude fiber) and those grown in the presence of soybean 
crude fiber, corn crude fiber and exopolysaccharides (EPSs).  

Lactobacillus plantarum TISTR 875 cultivated at pH 6.5 and temperature of 

37°C exhibited the most resistant to freeze-drying. Survival of Lactobacillus plantarum TISTR 
875 harvested at late log phase, mid stationary phase and late stationary phase were not 
significantly difference (p>0.05). Sucrose and corn extract were the best cryoprotectant compared 
to skim milk, fructo-oligosaccharide (FOS), EPSs, soybean extract,vmungbean extract, soybean 
fiber, corn fiber and  mungbean fiber. Freeze-dried Lactobacillus plantarum TISTR 875, grown 
under optimal condition, including addition of 2 % water extract from soybean and 2 % 

mungbean crude fiber in the growth medium under pH 6.5 and temperature of 37°C with corn 
extract as a cryoprotectant (symbiotic product) showed higher survival in acidic condition (pH 
2.0) than the control cells (grown in MRS broth without soybean extract and mungbean crude 
fiber). Freeze-dried Lactobacillus plantarum TISTR 875 stored in vacuum aluminium foil bag  
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showed higher survival than glass bottle with N2 at 5°C for 8 weeks. Milk and Orange juice 
pasteurize with freeze-dried  Lactobacillus plantarum TISTR 875 showed number of cell after  6 
weeks 6.87 and 6.88 log CFU/ml. 
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บทที่ 1  

บทนํา 

บทนําตนเรื่อง 

ปจจุบันโลกมีการเปลี่ยนแปลงไป มีวิวัฒนาการใหมๆเขามามากมาย การดําเนิน
ชีวิตของคนก็เปล่ียนไป มีการแขงขันกับเวลาจึงทําใหความพิถีพิถันในการเลือกรับประทานอาหาร
นอยลง รวมทั้งเกิดภาวะความเครียด การใชสารปฏิชีวนะอยางพร่ําเพรื่อ สงผลใหจุลินทรียที่ทํา
หนาที่รักษาสมดุลตางๆของรางกายถูกรบกวน ดวยเหตุนี้จึงมีความจําเปนตองไดรับจุลินทรียที่มี
ประโยชนเขาสูรางกาย เพื่อเปนการรักษาสภาพสมดุลของจุลินทรียภายในรางกาย ทําใหเกิด
ประโยชนตอสุขภาพและชวยใหดํารงชีวิตอยูไดอยางปกติสุข (วิเชียร ลีลาวัชรมาศ, 2541) โดยจุลิ
นทรียที่มีประโยชนตอรางกายนี้ คือ โปรไบโอติก (Probiotics) ซ่ึงเปนจุลินทรียที่มีชีวิตที่บริโภค
เสริมเขาไปแลวกอใหเกิดผลดีตอสุขภาพผูบริโภค โดยจะชวยปรับปรุงสมดุลของแบคทีเรียที่อยูใน
ลําไส (Fuller, 1993) นอกจากนี้แบคทีเรียโปรไบโอติกยังสามารถปองกันการเกิดโรคทองรวง 
ทองผูก การอักเสบของลําไส ปองกันการกลับมาเจริญของเชื้อจุลินทรียที่กอโรค กระตุนระบบ
ภูมิคุมกัน และลดระดับคลอเรสเตอรอลในเลือด เปนตน (Gibson and Roberfroid, 1995) จุลินทรียที่
จัดวาเปนเชื้อแบคทีเรียโปรไบโอติกควรมีคุณสมบัติหลักๆ ไดแก เปนเชื้อที่อยูในระบบลําไส
ตามปกติ  โดยสามารถรอดชีวิตจากสภาวะรุนแรงในระบบยอยอาหารขั้นตน  ทําให เกิด
คุณประโยชนเมื่ออยูในลําไส  อีกทั้งยังคงความมีชีวิต (viability) และคงมีกิจกรรม (activity) อยูใน
ผลิตภัณฑอาหารที่มีการเติมโปรไบโอติกนั้นๆลงไปทั้งในระหวางการเก็บรักษาจนกระทั่งบริโภค 
(Lee and Salminen, 1995) 
  ในปจจุบันผลิตภัณฑโปรไบโอติกมีทั้งแบบน้ําและแบบผง ซ่ึงการทําโปรไบโอติ
กแบบผงนั้นมีหลายกรรมวิธีดวยกัน ทั้งทําแหงแบบพนฝอย และ ทําแหงแบบแชเยือกแข็ง โดยการ
ทําแหงแบบแชเยือกแข็งเปนวิธีการโดยทั่วไปที่นิยมใชกันเนื่องจากสามารถคงคุณสมบัติของ
ผลิตภัณฑไว ทั้งยังสะดวกในการนําไปใชและการเก็บรักษา แตเมื่อโปรไบโอติกผานขั้นตอนการ
ผลิตดังกลาวแลวมีผลใหการรอดชีวิตลดลง ดังนั้นจึงมีการเพิ่มการรอดชีวิตของโปรไบโอติก ตั้งแต
ขบวนการเลี้ยงเซลลโดยใชสภาวะแวดลอมที่เหมาะสม รวมถึงการใชสารปองกันการบาดเจ็บของ
เซลล (cryoprotectant) จากการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง ซ่ึงมีดวยกันหลายชนิด เชน น้ําตาล นม
พรองมันเนย และสารกลุมพรีไบโอติกที่ไมสามารถถูกยอยและดูดซึมในทางเดินอาหารสวนบน
ของมนุษย ซ่ึงสารกลุมนี้มีบทบาทในการสงเสริมการเจริญของโปรไบโอติกดวย  



 
    2 

ปริมาณการรอดชีวิตและกิจกรรมของโปรไบโอติกจึงมีความสําคัญมาก โดย Lee 
และ Salminen (1995) ไดกลาวไววาผลิตภัณฑที่มีโปรไบโอติกจะตองมีจํานวนจุลินทรียที่มีชีวิต
อยางนอยที่สุด 106 CFU ตอมิลลิลิตรหรือกรัมของผลิตภัณฑนั้นๆ ซ่ึงเปนระดับที่เพียงพอที่จะให
ประโยชนตอรางกายผูบริโภค การรอดชีวิตของโปรไบโอติกในผลิตภัณฑขึ้นอยูกับปจจัยหลาย
อยาง เชน สายพันธุของจุลินทรีย ความเปนกรด-ดาง วอเตอรแอกติวิตี้ ปริมาณออกซิเจน ภาวะ
แขงขันกับจุลินทรียประเภทอื่น รวมถึงวัสดุที่ใชในการทําภาชนะบรรจุและสภาวะที่ใชในการเก็บ
รักษาผลิตภัณฑ นอกจากนี้โปรไบโอติกตองรอดชีวิตเมื่อผานสภาวะที่เปนกรดของกระเพาะอาหาร
และตองทนตอการทําลายของเอนไซมและเกลือน้ําดีในลําไสเล็ก จึงเกิดประโยชนแกผูบริโภค
ดังนั้นการวิจัยครั้งนี้จึงสนใจนําสารพรีไบโอติกมาเพิ่มการรอดชีวิตของโปรไบโอติกในสภาวะที่มี
ผลตอการรอดชีวิตของโปรไบโอติกระหวางการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง การเก็บรักษาผลิตภัณฑ 
รวมถึงการรอดชีวิตของโปรไบโอติกเมื่อเสริมในเครื่องดื่มน้ําผลไมและนม เพื่อใหมีจุลินทรียที่มี
ประโยชนในจํานวนที่เหมาะสมตอการบริโภค 
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การตรวจเอกสาร 

1.   โปรไบโอติก (Probiotic) 

  โปรไบโอติก คือ อาหารเสริมซ่ึงเปนจุลินทรียที่มีชีวิต สามารถกอประโยชนตอ
รางกายของสิ่งมีชีวิตที่มันอาศัยอยูโดยการปรับสมดุลของจุลินทรียในรางกาย โปรไบโอติกเปน
แบคทีเรียที่ดีมีประโยชนตอรางกายเรา เปนแบคทีเรียที่ผลิตกรดแลคติก ไดแก Lactobacillus 
acidophilus, Enterococcus  faecalis, Streptococcus thermophilus และ Bifidobacterium bifidum 
แบคทีเรียเหลานี้อาศัยอยูในลําไสเล็กและลําไสใหญ ทําหนาที่ชวยยอยอาหารและผลิตสารอาหารที่
ดีมีประโยชน ไดแก กรดอะมิโน กรดแลคติก พลังงาน วิตามินเค วิตามินบี และสารปฏิชีวนะ
ธรรมชาติหลายชนิดซึ่งจะกอใหเกิดประโยชนตอรางกาย (ธารารัตน ศุภศิริ, 2542) 

1.1  คุณสมบัติของโปรไบโอติก 
1. สามารถสรางกรดแลคติก  และปรับสภาพของระบบทางเดินอาหารใหอยูใน

สภาพที่แบคทีเรียโคลิฟอรมเจริญไดยาก (นวลจันทร พารักษา, 2533) 
2. สามารถทนตอกรดในกระเพาะอาหารไดดี (Kontula, 1998) เชน Lactobacillus 

acidophilus (ADH) สามารถทนกรดไดดีกวาแบคทีเรียแลคติกสายพันธุอ่ืนๆ (Conway et al., 1987) 
Lactobacillus gasseri   สามารถรอดชีวิตไดมากที่พีเอช 3, 2 และ 1.5 ตามลําดับ (Arihara et  al., 
1998) Lactobacillus  สายพันธุ BFE 1058   และ 1061   มีความสามารถในการทนตอพีเอชต่ําดีกวา
สายพันธุ BFE 1059 (Toit, 1998) และ Lactobacillus  sake (RM 10) และ Pediococcus acidilactici 
(P2)  สามารถมีชีวิตรอดไดสูงสุดที่พีเอช 3 (Erkkila and Petaja, 2000) 

3. สามารถทนตอน้ําดีไดดีเนื่องจากในทางเดินอาหารสวนตนโดยเฉพาะบริเวณ
ลําไสเล็กจะมีเกลือน้ําดีที่หล่ังจากตับออนเขามาชวยในการยอยอาหารจําพวกไขมัน (Erkkila and 
Petaja, 2000) จากรายงานของ Shirota (1962) กลาววา Lactobacillus ที่ทนตอเกลือน้ําดีไดสูง ไดแก 
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus fermenti, Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus 
และ Lactobacillus casei Shirota ทนไดที่ความเขมขนรอยละ 2, 4, 10, 12 และ 15 ตามลําดับ     

4. สามารถแขงขันกับเชื้อโรคในการยึดเกาะผนังลําไส  ซ่ึงโดยปกติเชื้อโรคจะเขา
เกาะ และตอตานการเคลื่อนที่ของลําไสที่มีการบีบตัวใหอาหารเคล่ือนที่ในลักษณะลูกคลื่น 
(Peristalsis)   (Fuller, 1993) ซ่ึงการเกาะเคลือบของโปรไบโอติกที่ผนังทางเดินอาหารนี้จะทําให
การยอยอาหารและการดูดซึมเปนไปอยางปกติ (Fuller, 1993) สอดคลองกับการศึกษาความสามารถ
ของโปรไบโอติกแบคทีเรียพวก Lactobacillus rhamnosus GG,  Bifidobacterium lactis Bb12, 
Lactobacillus pentosus UK1A, Lactobacillus pentosus SK2A, Enterococcus faecium M74,  
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Enterococcus faecium SF273  ในการแขงขันกับเชื้อโรคในการยึดเกาะผนังลําไสพบวาเชื้อ
แบคทีเรียแลคติกทุกชนิดที่ทดสอบสามารถแยงยึดเกาะผนังลําไสกับเชื้อ Clostridium perfringens 
ไดดี โดยสามารถลดอัตราการยึดเกาะกับผนังลําไสของเชื้อ Clostridium  perfringens จาก 79.1 
เปอรเซ็นต  เปน 53.7 เปอรเซ็นต (Rinkinen et  al., 2003) 

5. สามารถสรางเอนไซม pectinase,  β-galactosidase, amylase, protease, lactase 
และ cellulase  มีผลทําใหการยอย และการใชประโยชนของสารอาหารตาง ๆ ดีขึ้น (อุทัย  คันโธ,  
2535) 

6. สามารถสรางสารตอตานเชื้อโรคทั้งที่เปน primary metabolite เชน กรดอินทรีย 
และ secondary metabolite เชน hydrogen peroxide และ bacteriocin เปนตน (Fuller, 1993) Arihara 
และคณะ (1998) พบวา Lactobacillus  gasseri  ซ่ึงเปนแบคทีเรียแลคติกที่พบไดมากในทางเดิน
อาหารของคนและมีคุณสมบัติ เปนโปรไบโอติก  จะชวยลดการแพรกระจายของเชื้ อ  
Staphylococcus  aureus   รวมถึงลดการสราง enterotoxin  ในระหวางการหมักไสกรอกได ซ่ึงการ
หมักกรดแลคติก ไฮโดรเจนเปอรออกไซด หรือแบคเทอริโอซิน ทําใหเกิดสภาวะที่ไมเหมาะกับการ
เจริญของเชื้อ Staphylococcus aureus   

7. การกระตุนระบบภูมิคุมกันของสัตว โดยพบวาใน Lactobacillus  sp. ที่สามารถ
กระตุนการสราง gamma globulin, gamma interferon และสงเสริมกิจกรรมของ macrophage ซ่ึง
เปนสาเหตุของการกําจัดเชื้อโรคออกจากรางกาย (Fuller, 1993) เมื่อนํา Lactobacillus  sp. (GG) 
จากผลิตภัณฑนมหรือโยเกิรตใหผูปวยโรคทองรวงรับประทาน พบวา ทําใหรางกายผูปวยสามารถ
สรางภูมิคุมกันไดดียิ่งขึ้นรอยละ 90 เมื่อเทียบกับผูปวยที่ไมไดรับประทาน Lactobacillus  sp. (GG)  
มีการสรางภูมิคุมกันเพียงรอยละ 46 (Kaila et al., 1992) 

8. ลดการสังเคราะหเอมีนที่เปนพิษในระบบทางเดินอาหารเพื่อเพิ่มการใช
ประโยชนของสารตาง ๆในรางกาย (อุทัย  คันโธ,  2535) 

9. ลดความเสี่ยงในการเกิดมะเร็งลําไสใหญ (colon) โดยไปลดเอนไซมที่เปน
สาเหตุของการเกิดโรคมะเร็ง เชน  β-glucuronidase, azoreductase, nitrate reductase และ β-
glucosidase (Kontula, 1998; Renner and Münzner, 1991; Naidu et  al., 1999; Saarela et  al., 2000)  

10. แยงอาหารของเชื้อกอโรค (Fuller, 1993) 
11. เพิ่มจํานวนไดอยางรวดเร็ว และสามารถมีชีวิตอยูในลําไสไดนานประมาณ 24 

ชม. (นวลจันทร พารักษา, 2533) 
12. สรางสารอาหารที่มีประโยชนตอรางกาย เชน folate ชวยสรางเม็ดเลือดแดง 

และวิตามินบี 2 ที่ชวยบํารุงเสนผมและเล็บ (Fuller, 1993)  
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13. ลดระดับคอเลสเตอรอลในเลือด (Buke and Gilliland, 1990) โดยพบวา                 
Lactobacillus acidophilus บางสายพันธุชวยในการควบคุมระดับคอเลสเตอรอลได โดยการดูดซึม
คอเลสเตอรอลในลําไสได ซ่ึงจากการแยกเชื้อ Lactobacillus acidophilus จากอุจจาระของ
อาสาสมัคร 9 คน  พบวา  Lactobacillus acidophilus (O16) สามารถดูดซึมคอเลสเตอรอลไดมาก
ที่สุด คือ 50.9 ไมโครกรัม/มล. และ D5 จะดูดซึมไดนอยที่สุด คือ  28  ไมโครกรัม/มล.  

1.2  เชื้อจุลินทรียท่ีจัดใหเปนโปรไบโอติก 
เชื้อจุลินทรียที่จัดเปนโปรไบโอติก โดยสวนใหญจะอยูในกลุมของเชื้อแบคทีเรียที่

สรางกรดแลคติก (Lactic acid bacteria) ซ่ึงไดแก Lactobacilli, Streptococci, Enterococci, 
lactococci, Bifidobacteria ดังแสดงใน Table 1. (Gibson et  al., 2000) 
 
Table 1. Lactic acid bacteria used as commercial probiotics. 

Lactobacilli Bifidobacteria Streptococci Enterococci 
Lactobacillus delbrueckii 
subsp bugaricus 
Lactobacillus acidophilus 
 
Lactobacillus rhamnosus 
 
Lactobacillus reuteri 
 
Lactobacillus casei 

Bifidobacterium 
bifidum 
Bifidobacterium 
longum 
Bifidobacterium 
breve 
Bifidobacterium 
infleantis 

Streptococcus 
thermophilus 

Enterococcus 
faecalis 
Enterococcus 
faecium 

    ที่มา : Fooks และคณะ (1999) 
  

สําหรับเชื้อแบคที เ รียโปรไบโอติกที่นํ ามาใชกับมนุษยโดยทั่วไปไดแก 
Lactobacilli เชน Lactobacillus  acidophilus, Lactobacillus casei และ Lactobacillus delbrueckii 
โดยใชไดทั้งในลักษณะสปชีสเดียวกันหรือผสมกับเชื้อแบคทีเรียชนิดอื่น และนอกจากนั้นพบวายัง
มี Bifidobacteria เชน Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium 
infantis และ Streptococci เชน Strepococcus thermophilus และ Lactococci  เชน Lactococcus 
lactis โดยสวนใหญใชในผลิตภัณฑนมหมัก โดยจุลินทรียเหลานี้ใหผลบวกตอสุขภาพของมนุษย 
ซ่ึงประกอบดวย โรคทองรวง โรคทองผูก อาการอักเสบของลําไสจากเชื้อจุลินทรียที่กอใหเกิดโรค 
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ภาวะทองอืดมีลมในกระเพาะอาหาร กระเพาะอาหารและลําไสอักเสบ ภาวะกรดในกระเพาะอาหาร 
กระตุนระบบภูมิคุมกัน การมีระดับคอเลสเตอรอลในเลือดมากกวาปกติ เปนตน (Gibson and 
Roberfroid, 1995) 

1.2.1  แบคทีเรียแลคติก (Lactic acid bacteria) 
แบคทีเรียแลคติกเปนแบคทีเรียแกรมบวก ไมสรางสปอร ไมเคลื่อนที่ ไมสราง

เอนไซมแคตาเลส ไมตองการอากาศ ลักษณะสัณฐานวิทยา พบวา มีทั้งรูปรางแทงและรูปรางกลม 
การจัดเรียงแบคทีเรียแลคติกในสกุลตางๆ ขึ้นอยูกับรูปรางลักษณะ รูปแบบของการหมักน้ําตาล
กลูโคส  ความสามารถในการใชน้ํ าตาลชนิดตางๆ  และการเจริญที่ อุณหภูมิตางๆ  รวมถึง
ความสามารถเจริญไดในที่มีเกลือความเขมขนสูง และการทนตอกรดหรือดาง ผลิตภัณฑที่เกิดจาก
กระบวนการเมทาบอลิซึมของแบคทีเรียกลุมนี้ไดจากการใชน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลแลคโตสเปน
แหลงคารบอนไดผลิตภัณฑหลักเปนกรดแลคติกไดแก Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus, 
Leuconostoc (Wood and Holzapfel, 1995) 

แบคทีเรียแลคติกที่เปนโปรไบโอติกมีประโยชนในการชวยยอยน้ําตาลแลคโตสที่
มีในผลิตภัณฑนม ชวยสรางวิตามินที่จําเปน ไดแก วิตามิน B1, B2, B6, B12, niacin, folic acid และ 
pantothenic acid อีกทั้งชวยเพิ่มความสามารถในการยอยโปรตีน ชวยควบคุมรักษาสมดุลในลําไส
และเสริมการทํางานของระบบภูมิคุมกัน (Rice, 2002) นอกจากนี้แบคทีเรียแลคติกสามารถผลิต
สารประกอบที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียหรือจุลินทรียชนิดอื่นๆได สารที่แบคทีเรียสราง
ขึ้นมีดังนี้ 

1. ไฮโดรเจนเปอรออกไซด สามารถทําปฏิกิริยากับสารอื่นได โดยแบคทีเรีย      
แลคติกสามารถทําปฏิกิริยากับ endogenous thiocyanate ซ่ึงเรงปฏิกิริยาโดย lactoperoxidase เกิด
เปนผลิตภัณฑ Intermediary oxidation ซ่ึงสามารถยับยั้งจุลินทรียได สามารถนําไปใชในการเก็บ
รักษานมสดไดโดยไมตองแชตูเย็น 

2. Diacetyl (2,3-butanedione) เปนผลจากการยอยสารอาหารจากแบคทีเรียแลคติก
บางสปชีส เปนสารใหกล่ินในผลิตภัณฑนมหมัก และยังมีคุณสมบัติในการยับยั้งจุลินทรีย แตตอง
ใชในปริมาณมาก และทําใหมีกลิ่นรบกวน 

3. Reuterin เปนสารที่มีโมเลกุลต่ําที่ไมใชโปรตีนและสามารถละลายน้ําไดดีที่พี
เอชเปนกลาง และสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ เชน ยีสต รา รวมทั้งโปรโตซัว 
จึงสามารถนําไปใชในการถนอมอาหารเพื่อลดจุลินทรียที่กอโรค และทําใหอาหารเนาเสีย 

4. Microgard สามารถตอตานแบคทีเรียแกรมลบ ยีสตและรา แตไมตอตาน
แบคทีเรียแกรมบวก ประกอบดวย กรดโพรพิโอนิก ไดอะซิติล กรดอะซิติก และกรดแลคติก 
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5. แบคเทอริโอซิน เปนสารที่มีผลในการยับยั้งในชวงแคบ เปนแบคทีเรียที่ยับยั้ง
เฉพาะแบคทีเรียในจีนัสเดียวกัน และยับยั้งในชวงกวาง เปนแบคทีเรียที่มีผลยับยั้งแบคทีเรียแกรม
บวก (Dasechel and Klaenhammer, 1989) 

ประสิทธิภาพในการยับยั้งของแบคทีเรียแลคติก 
แบคทีเรียแลคติกเปนแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่ทํา

ใหเกิดการเนาเสีย และทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ โดยการนําแบคทีเรียที่แยกไดประมาณ 1000 ไอ
โซเลต มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียอินดิเคเตอร ไดแก 
Staphylococcus aureus, Listeria innoca, Pseudomonas fragi และ Lactobacillus bulgaricus ผลการ
ทดลองพบวาสวนใหญยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียอินดิเคเตอรได 1 ชนิด มีเพียงบางชนิด
เทานั้นที่ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอินดิเคเตอรไดมากกวา 1 ชนิด จึงไดทําการทดลองเชื้อ 
Lactococcus lactis 280 สายพันธุ พบวามีเพียง 16 สายพันธุที่มีความสามารถในการผลิตสารแบ
คเทอริโอซิน เชน สายพันธุ Lactococcus lactis ssp. lactis var diacetylactis สามารถผลิตแบคเทอริ
โอซินไดรอยละ 1 สายพันธุ Lactococuus lactis ssp. cremoris ผลิตไดรอยละ 5 และสายพันธุ 
Lactococcus lactis ssp. lactis ผลิตไดรอยละ 9โดยแบค เทอริโอซินที่ผลิตไดจะถูกยับยั้งกิจกรรม
โดยเอนไซมยอยโปรตีนและทําใหตกตะกอนได (Vandenbergh, 1993) โดยนํามาใชในการถนอม
อาหารและใชในอุตสาหกรรมการผลิตขนมหวาน เนยแข็ง นม โยเกิรต เครื่องดื่ม ผลิตภัณฑเนื้อ
ตางๆรวมถึงผักผลไม ซ่ึงไนซินสามารถยับยั้งจุลินทรียที่ทําใหเกิดโรคไดโดยเฉพาะ Clostridium 
botulinum, Clostridium tyrobutyricum และ Bacillus  sp. 

1.2.2  ไบฟโดแบคทีเรีย (Bifidobacteria) 
Bifidobacteria เปนแบคทีเรียที่อยูในตระกูล Actinomycetaceae   มีคุณสมบัติเปน

แบคทีเรียแกรมบวก รูปราง curved rods และ bifid  rod ลักษณะคลายอักษรตัว Y นอกจากนี้ยังอาจ
พบรูปรางแบบ branced หรือ straight rot และ Unbranched  ไดอีกดวย 

คุณสมบัติของไบฟโดแบคทีเรีย (Bifidobacteria)  
Bifidobacteria สามารถสรางแลคเตส (lactase)  ฟอรเมต และเอธิลแอลกอฮอล 

โดยการยอยสลายคารโบไฮเดรต เชน น้ําตาล ซ่ึงในการยอยสลายคารโบไฮเดรต ของเชื้อนี้เพื่อให
เกิดผลิตภัณฑตางๆนั้น จะมีความแตกตางกันไปตามสายพันธุ ซ่ึงแตละสายพันธุ จะมีความสามารถ
ในการใชสารไดตางกัน และทําใหเกิดผลิตผลในปริมาณที่ตางกันดวย 
  นอกจากคุณสมบัติดังกลาวแลว เชื้อ Bifidobacteria ยังมีความสามารถในการทน
ตอน้ําดี จึงเจริญอยูในกระเพาะอาหารและลําไสไดดี และทําใหเอนไซม  β-galactosidase ที่เชื้อผลิต
ขึ้นนั้นสามารถยอยน้ําตาลแลคโตสได   ทําใหรางกายสามารถนําแลคโตสไปใชไดและไมกอใหเกิด



8 
 

อาการ Loctose intolerance โดยผลที่เกิดขึ้นจะดีกวาเมื่อเปรียบเทียบกับการใชจุลินทรียชนิดอ่ืน 
(พิณทิพย รัมภกาภรณ และ สุดสาย ตรีวาณิช, 2533) 

1.3  ผลิตภัณฑอาหารที่มีโปรไบโอติก 
 อาหารที่มีเชื้อโปรไบโอติกสวนใหญเปนประเภทนมหมัก ปจจุบันมีการเพิ่มความ
หลากหลายของแบคทีเรียโปรไบโอติกชนิดตางๆเพื่อใชในการพัฒนาผลิตภัณฑโปรไบโอติกใหมี
ความหลากหลายมากขึ้น แตในผลิตภัณฑนมหมักยังคงเปนผลิตภัณฑหลักที่ใชเปนตัวกลางในการ
สงผานเชื้อโปรไบโอติกเขาสูรางกาย นอกจากนี้ยังพบวามีการใชเชื้อโปรไบโอติกในผลิตภัณฑ
อาหารอื่นๆ เชน อาหารสําหรับทารก เนยแข็ง เครื่องดื่มจากเวย ซุปผลไม น้ําผลไม และยังใชในทาง
เภสัชกรรม สําหรับในปจจุบันแบคทีเรียกลุมที่สรางกรดแลคติก ในตระกูล Lactobacillus และ 
Bifidobacterium ไดรับความสนใจในการใชในอุตสาหกรรมอาหาร ดังเชนการทดลองของ Shah 
และคณะ (1995) ไดศึกษาการรอดชีวิตของแบคทีเรียโปรไบโอติก Lactobacillus acidophilus และ 
Bifidobacterium bifidum ในผลิตภัณฑโยเกิรต 5 ผลิตภัณฑในออสเตรเลียซ่ึงเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 5 สัปดาห พบวาเชื้อท้ังสองชนิดมีแนวโนมที่ลดลงเมื่อระยะเวลา
การเก็บรักษามากขึ้นสวน ภวัต สังขะวัฒนะ (2544) พบวา การพัฒนาผลิตภัณฑนมหมักคลาย
โยเกิรตโดยใชเชื้อโปรไบโอติกเปนเชื้อเริ่มตนในการหมัก ซ่ึงประกอบดวยเชื้อ Lactobacillus 
acidophilus La-5, Lactobacillus casei Lc-01 และ Bifidobacterium bifidum Bb-12 พบวาสูตรที่

เหมาะสมนั้นมีปริมาณเชื้อเร่ิมตนของ Lactobacillus acidophilus จํานวน 1.18 × 109  CFU/กรัม 

ปริมาณเชื้อเริ่มตน Lactobacillus casei จํานวน 1.95 × 108  CFU/กรัม และ Bifidobacterium 

bifidum จํานวน 6.85 × 109  CFU/กรัม และทําการศึกษาอายุการเก็บของผลิตภัณฑภายใตอุณหภูมิ
การเก็บรักษา 5 องศาเซลเซียส โดยพิจารณาการเปลี่ยนแปลงทางจุลินทรีย พบวาอายุการเก็บรักษาที่
เหมาะสม คือ 2 สัปดาห นอกจากการใชกับโยเกิรตแลว Stanton และคณะ (1998) ไดศึกษาเกี่ยวกับ
การนําเชื้อโปรไบโอติก  Lactobacillus เพิ่มเขาไปในระหวางกระบวนการผลิตเนยแข็งเชดดา 
(Cheddar cheese) และพบวา Lactobacillus paracasei สายพันธุ NFBC 338 และ NFBC 364  ยังคง
มีชีวิตในระหวางชวงของการบม และมีปริมาณเชื้อ 108  CFU/กรัม หลังจากการบม 8 เดือน และไม
มีผลกระทบตอคุณภาพในดานลักษณะทางประสาทสัมผัสของเนยแข็งเชดดา (Cheddar cheese) 
และ Yoon และคณะ (2005) ไดศึกษาการหมักน้ําบีทรูท ดวยเชื้อแบคทีเรียโปรไบโอติกสี่สายพันธุ
คือ Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum และ Lactobacillus 
delbrueckii โดยทําการหมักน้ําบีทรูทที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง จากนั้น
นําไปเก็บไวที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 สัปดาห พบวาเชื้อโปรไบโอติกสามารถที่จะใช
น้ําบีทรูทในการหมักใหเกิดกรดแลคติกได พบวา Lactobacillus acidophilus และ Lactobacillus 
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plantarum ผลิตกรดแลคติกไดมากกวาสายพันธุอ่ืนๆและทําใหคาความเปนกรดดางของน้ําบีทรูท
ลดลงจากเริ่มตนที่ 6.3 เหลือ 4.5 เมื่อใชเวลาในการหมัก 48 ช่ัวโมง และพบวาเมื่อนําไปเก็บรักษาใน
ที่เย็นเปนเวลา 4 สัปดาห  เชื้อโปรไบโอติก ทุกสายพันธุยังคงมีจํานวนที่เหลือรอดชีวิตอยูประมาณ  
106 -108  CFU/มล. 

2.   พรีไบโอติก ( Prebiotics) 

  พรีไบโอติก คือ องคประกอบของอาหารที่ไมถูกยอย โดยเอนไซมในระบบ
ทางเดินอาหารของมนุษยและสัตว  ดังนั้นสารอาหารกลุมนี้จึงผานระบบทางเดินอาหารไปสูบริเวณ
ลําไสใหญในสภาพที่สมบูรณ และกลายเปนอาหารของจุลินทรียกลุมที่เปนโปรไบโอติก(Gibson and 
Roberfroid, 1995) จากการยอยสารอาหารกลุมนี้จะไดสารบางชนิดที่เปนประโยชนซ่ึงรางกายนํา
กลับไปใชประโยชนไดหลายชนิด เชน กรดไขมันสายสั้น (Short Chain Fatty Acid)  และผลจาก
การยอยยังทําใหคาความเปนกรดดางในลําไสลดลง ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคบางชนิด    
อาหารที่มีองคประกอบที่มีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติก ไดแก ธัญพืช ผัก ผลไม  

2.1  คุณสมบัติของพรีไบโอติก 
สารพรีไบโอติกสามารถเคลื่อนไปถึงลําไสใหญไดโดยไมถูกยอย และไมถูกดูดซึม

ในระบบทางเดินอาหารสวนบน (Gibson, 2004; Fooks et al., 1999; Kolida et al., 2002) โดยไป
สงเสริมการเจริญของแบคทีเรียที่มีประโยชนในทางเดินอาหาร เชน Bifidobacterium และ 
Lactobacillus  ไมสงเสริมการเจริญของแบคทีเรียที่กอโรค เชน Clostridium perfrigens ซ่ึงเปน
แบคทีเรียที่ทําใหเกิดโรคในลําไสได (Gibson and Roberfroid, 1995; Kolida  et al., 2002) และ
สงผลใหสุขภาพของเจาบาน (host) ดีขึ้น เชน ชวยในการดูดซึมแรธาตุ เชน แคลเซียม แมกนีเซียม 
และเหล็ก (Lopez et al., 2000; Van et al., 1998)  ปองกันมะเร็งลําไสใหญ ซ่ึง Gibson และคณะ 
(1995) ไดศึกษาผลของ Fructo-oligosacchride และ Inulin ในอาสาสมัคร 100 โดยใหรับประทาน 
5-20 กรัมตอวัน เปนเวลา 9 สัปดาหพบวาปริมาณจุลินทรีย Bifidobacterium  เพิ่มขึ้น  โดยชนิดของ
สารพรีไบโอติกกลุมที่เปน oligosaccharide เชน แลคโตส แลคตูโลส แรฟฟโนส  สตาคีโอส และ 
ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด (FOS) และยังมีสารอื่นๆ ที่สามารถใชเปนสารตั้งตนในการหมักโดย
แบคทีเรียที่มีประโยชน เชน Bifidobacteria และ Lactobacillus ในลําไสใหญ คือ resistant starch 
(RS), Non-starch polysaccharide (NSP) ทั้งนี้รวมไปถึงสารที่ไดจากพืช เชน แพคติน เซลลูโลส เฮมิ
เซลลูโลส  กัม  และ ไซแลน และนอกจากนี้ mucine glycoprotein ซ่ึงผลิตโดย goblet cell ในลําไส
ใหญสามารถใชเปนสารตั้งตนในการหมักไดเชนกัน Lee และคณะ (2002) ไดศึกษาผลของสารไค
โตแซนโอลิโกแซคคาไรด (COS) ที่มีตอการเจริญของแบคทีเรีย Lactobacillus sp. และ 
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Bifidobacterium bifidum พบวา COS ชวยกระตุนการเจริญของ Bifidobacterium bifidum KCTC 
3440 และ Lactobacillus sp.  

2.2  ชนิดของสารพรีไบโอติก 
พรีไบโอติกที่ขายทางการคาและใชในอุตสาหกรรมอาหารอยูในกลุมโอลิโกแซค

คาไรด ซ่ึงประกอบดวยน้ําตาลที่เปนหนวยยอย 2 -20 มาตอกันดวยพันธะโควาเลนท (Covalent 
bond) ซ่ึงมีช่ือเรียกวา พันธะไกลโคซิดิก  พรีไบโอติกที่พบมีอยู 2 กลุม คือ พรีไบโอติกที่มีใน
ธรรมชาติซ่ึงพบไดในผักและผลไม เชน กลวย หนอไมฝร่ัง  ถ่ัว  กลุมธัญพืช   และพรีไบโอติกที่ได
จากการสังเคราะหโดยใชเอนไซม โดยในปจจุบันพรีไบโอติกที่นํามาใชทางการคาและใน
อุตสาหกรรมอาหารสวนใหญไดมาจากการสังเคราะห 

2.2.1   พรีไบโอติกท่ีพบในธรรมชาติ 
2.2.1.1  กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด (Galacto-oligosaccharides, GOS) 
กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด  เปนโอลิโกแซคคาไรดที่มีกาแลคโตสเปน

องคประกอบ พบในน้ํานมของมนุษย น้ํานมวัว โยเกิรต และสังเคราะหมาจากแลคโตส โดย
เอนไซมเบตากาแลคโตซิเดส (β-galactosidase) เปนกลุมโอลิโกแซคคาไรดที่ไมสามารถยอยได 
(non-digestible oligosaccharides) โดยเอนไซมในรางกายมนุษย จึงเหลือผานไปยังลําไสใหญได
โดยไมถูกยอยแตสามารถเกิดการหมักโดยจุลินทรียที่อาศัยอยูในลําไสใหญ ผลผลิตหลักที่ไดจาก
การหมักจะเปนกรดไขมันสายสั้น (short-chain fatty acid) เชน อะซิเตท โพรพิโอเนท  บิวไทเรท 
และมีกาซ เชน ไฮโดรเจน มีเทน และ คารบอนไดออกไซด นอกจากนี้ยังมีผลผลิตอื่น เชน แลคเตส 
ซ่ึงผลจากการยอยกาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด  โดยจุลินทรียจะมีผลไปกระตุนการเจริญของจุลิน 
ทรียกลุม Bifidobacteria และ Lactobacilli ซ่ึงจุลินทรียกลุมนี้ชวยในการสังเคราะหวิตามิน กระตุน
ภูมิคุมกัน ปองกันการเกิดทองเสีย  

2.2.1.2  Fructo-oligosacchrides (FOS) และ Inulin 
  Inulin เปนสารโพลีแซคคาไรด (Polysaccharides) ที่พืชเก็บไวเปนอาหารซึ่งเปน

โมเลกุลขนาดเล็กอยูในกลุมฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรดมีฟรุคโตส (Fructose) 3-60 โมเลกุล พบได
ทั่วไปในธรรมชาติทั้งในพืช แบคทีเรียและราบางชนิด ซ่ึงอินนูลินพบในผักและผลไมมากกวา 
3,600 ชนิดโดยเฉพาะในผักตระกูล chicorium เชน ชิคอรี (Chicory) นอกจากนี้ยังพบในกลวย และ
พืชในตระกูลหอม เชน หอมหัวใหญ กระเทียม เปนตน (Bxcommerce, 2001) อินนูลิน (Inulin) ไม
ถูกยอยในลําไสเล็ก แตบางสวนถูกยอยในลําไสใหญโดยจุลินทรียที่อาศัยอยูในลําไสใหญ อินนูลิน 
(Inulin) และ ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด (Fructo-oligosacchride) ละลายน้ําไดดีโดยเฉพาะในน้ํา
รอน (Tanya, 2002) อุณหภูมิประมาณ 80 องศาเซลเซียส (Kim and Wang, 2002) แตละลายไดเพียง
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เล็กนอยในน้ําเย็น และแอลกอฮอล (Paul, 1997) และมีความคงตัวสูง ไมมีผลขางเคียงตอระบบ
ประสาทสัมผัส รสชาติหวานเล็กนอย จึงมีการนําไปใชในทางอุตสาหกรรมอาหารในลักษณะตางๆ 
(Vicki, 2002) เชน นําไปปรับปรุงในรสชาติและเนื้อสัมผัส ชวยรักษาความสดและความชื้นในเคก 
ชวยใหเครื่องดื่มละลายเขากันดี มีคุณสมบัติเชิงหนาที่ (Functional property) 

2.2.1.3  ซอยบีนโอลิโกแซคคาไรด (Soybean oligosaccharide, SOS) 
   เปนโอลิโกแซคคาไรดที่มีอยูในถั่วเหลืองซ่ึงเปนกลุม แรฟฟโนส และ สตาคีโอส 
(Gibson, 2004) สามารถทนตอการยอยโดยเอนไซมในกระเพาะอาหารและลําไสเล็ก และเกิดการ
หมักโดยจุ ลินทรีย ในลําไสใหญ   สามารถกระตุนการเจริญเติบโตของ    จุ ลินทรียกลุม 
Bifidobacteria ได  ซ่ึง Hayakawa และคณะ (1990) ไดศึกษาการหมักซอยบีนโอลิโกแซคคาไรด 
(Soybean oligosaccharides) โดยเชื้อจุลินทรียในลําไสใหญ พบวาจุลินทรียกลุม Bifidobacteria  มี
การเจริญเพิ่มขึ้น 

2.2.2  พรีไบโอติกท่ีไดจากการสังเคราะห 
 2.2.2.1   แลคโตซูโครส (Lactosucrose, LS) 

  แลคโตซูโครส ผลิตมาจากการรวมกันของแลคโตสและซูโครส โดยใชเอนไซม 
β-fructofuronosidase และมีคุณสมบัติไปเสริมการเจริญของจุลินทรียกลุม Bifidobacteria  ซ่ึง 
Ohkusa และคณะ (1995) ไดศึกษาผลของแลคโตซูโครสในอาสาสมัคร 3 คนโดยให LS ปริมาณ 3 
กรัมตอวัน พบวาสามารถเพิ่มจํานวนจุลินทรียกลุม Bifidobacteria ได 0.7 เทา และลดปริมาณจุลิน 
ทรียกลุม Bacteriodes ได 0.6 เทา นอกจากนี้กรดไขมันสายสั้น (short chain fatty acid) เชน อะซิ
เตท และ บิวเทอเรส  ยังมีปริมาณเพิ่มขึ้น 

 2.2.2.2  แลคทูโลส (Lactulose) 
แลคทูโลส ผลิตจากน้ําตาลแลคโตสมีโครงสรางอยูในรูป Gal β1-4 Fru มี

คุณสมบัติละลายในน้ํา ละลายในเมทานอลไดเล็กนอย และไมละลายในอีเทอร ซ่ึงแลคทูโลส จะไม
ถูกยอยดดูซึมในลําไสเล็กแตจะเกิดการหมกัโดยแบคทีเรียในลําไสใหญ และมีผลใหจํานวนจุลิน 
ทรียประจําถ่ินในลําไสเพิ่มขึน้ Terada และคณะ (1993) ศึกษาผลของแลคทูโลสตอการเจริญของ
แบคทีเรียในลําไสใหญโดยใหแลคทูโลส 3 กรัมตอวัน ในอาสาสมัคร 8 คน เปนเวลา 14 วัน พบวา
จํานวนแบคทีเรียกลุม Bifidobacteria เพิ่มขึ้น และแบคทีเรียที่กอโรค เชน Clostridia, Bacteriodes 
และ Streptococci  ลดลง นอกจากนี ้Ballongue และคณะ (1997)  ไดศึกษาโดยการใหแลคทูโลส 10 
กรัมตอวันในอาสาสมัคร 2 คนเปนเวลา 4 สัปดาห พบวาปริมาณของแบคทีเรียกลุม Lactobacilli 
เพิ่มขึ้น  
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2.2.2.3  ไอโซมอลโตโอลิโกแซคคาไรด (Isomalto-oligosaccharide, IMO) 
  ไอโซมอลโตโอลิโกแซคคาไรด  ถูกเปลี่ยนมาจากแปงโดยการใชเอนไซม 
บางสวนจะถูกยอยดวยเอนไซมในลําไสเล็ก คือไอโซมอลโตส (Kolida et al., 2000) Olano-Martin 
และคณะ (2000) ไดศึกษาผลของ IMO ตอการเจริญของเชื้อโปรไบโอติกในลําไสโดยทําการศึกษา
ในผูชาย 6 คนที่มีสุขภาพแข็งแรงโดยให IMO ปริมาณ 20 กรัมตอวันพบวาสามารถเพิ่มจํานวน      
จุลินทรียกลุม Bifidobacteria  ซ่ึงจากการศึกษาการหมักไอโซมอลโตโอลิโกแซคคาไรดกับ
แบคทีเรียแลคติกพบวาสามารถผลิตบิวเทอเรสได   

2.2.2.4   กลูโคโอลิโกแซคคาไรด (Gluco-oligosaccharides, GOS) 
  เปนโอลิโกแซคคาไรดที่ประกอบดวยน้ําตาลกลูโคสมาตอกันดวยพันธะ β,1-6 
glucosidic linkages สังเคราะหดวยเอนไซม glucosyl-transferase ที่ผลิตโดยจุลินทรีย Leuconostoc 
mesenteroides  หรืออาจสกัดมาจาก β-glucan จากตนโอกและไดมีการยอมรับวาเปน functional 
food  และ GOS ถูกนําไปใชโดยจุลินทรียกลุม Bifidobacteria ไดอยางจําเพาะ ซ่ึงการให GOS แก
หนูสามารถเสริมการเจริญของ Bifidobaterium breve และลดการปนเปอนของ Salmonella ได 
(Ashara et al., 2001) 

2.2.2.5  ไซโลโอลิโกแซคคาไรด  (Xylo-oligosaccharides) 
  ไซโลโอลิโกแซคคาไรด  มีโครงสรางหลักประกอบดวยโมเลกุลของน้ําตาล
ไซโลสที่ตอกันดวยพันธะ β,1-4  ไซโลโอลิโกแซคคาไรดจะถูกนําไปใชโดยจุลินทรียกลุม 
Bifidobacteria และ lactobacilli  ไดอยางจําเพาะ ซ่ึงสงผลใหจุลินทรียกลุม Bifidobacteria เพิ่มขึ้น
และจุลินทรียกลุม Bacteroides ลดลง ไดมากกวาการใชฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด (Gibson and 
Angus, 2000; Gibson, 2004) 
 2.2.3 พรีไบโอติกจากธัญพืช 
   ธัญพืชที่สามารถตรวจพบสารพรไีบโอติก ไดแก ขาว ถ่ัว และขาวโพด เปนตน ใน
ถ่ัวนั้นนิยมนํามาบริโภคเนื่องจากมีสารอาหารสูง มีปริมาณโปรตีน คารโบไฮเดรตในระดับสูง
เชนเดียวกับ ขาวโพดที่มีปริมาณคารโบไฮเดรตสูงประมาณ 72 เปอรเซ็นต แตมีโปรตีนประมาณ 9 
เปอรเซ็นต ซ่ึงองคประกอบของคารโบไฮเดรตในถั่ว เชนถ่ัวเหลือง ประกอบดวยโอลิโกแซคคาไรด 
ซ่ึงเปนโพลีแซคคารไรดสายสั้นๆ ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว 3-10 โมเลกุล เชน ราฟฟโนส 
โดยมีคุณสมบัติเฉพาะคือ ไมสามารถถูกยอยไดดวยน้ํายอยในกระเพาะอาหาร แตจะถูกยอยสลายได
โดยแบคทีเรียในลําไส โดยทั่วไปถั่วมีสวนประกอบของสารอาหารที่สําคัญ ไดแก โปรตีนประมาณ 
20-30 เปอรเซ็นต และคารโบไฮเดรต ประมาณ 50 – 60 เปอรเซ็นต ยกเวนถ่ัวเหลืองซึ่งจะมีโปรตีน
สูงกวาคารโบไฮเดรต คารโบไฮเดรตในถั่วประกอบดวย raffinose, stacyose และ verbacose ซ่ึงเปน
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คารไบโอเดรตที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา โดยคารโบไฮเดรตในพืชตระกูลถ่ัวจัดอยูในกลุมราฟฟโนส 
(Martinez-Villaluenga et al., 2005)   

3.  เสนใยอาหาร (Dietary Fiber) 

เสนใยอาหารสามารถจัดแบงไดเปน 3 กลุม ดังแสดงใน Table 2. โดยกลุมแรก
อธิบายในเรื่องของพฤกษศาสตร ซ่ึงก็คือสวนประกอบในผนังเซลลของพืช กลุมที่สองกลาวถึงดาน
เคมี กลาววาเสนใยอาหารก็คือ กลุมของ non-starch polysaccharides สวนกลุมสุดทายครอบคลุมถึง
กลุมของโพลีแซคคาไรดทั้งหมดและลิกนินที่ทนตอขบวนการยอยในทางเดินอาหาร ซ่ึงจาก
ความหมายขางตนครอบคลุมถึงกลุมของ non-digestible oligosaccharides ซ่ึงมีคุณสมบัติเปนพรีไบ
โอติก  โดยพืชหลายชนิดที่ใหเสนใยไดแก ธัญพืชชนิดตางๆ  และรําขาว ซ่ึงจะใหปริมาณเสนใย
อาหารที่แตกตางกันไปตามแตชนิดของพืช ดังแสดงใน Table 3.  
 
Table 2. Different definitions of dietary fiber 
Authors Polymers included in the definition 
Trowell, 1972 
 
Trowell, 1974 
Trowell et al, 1976 
 
 
Southgate et al, 1981 
Cummings and Englyst, 1987 

Cellulose, lignin, hemicellulose, peptins (skeletal remains of 
plants cells) 
Cell wall polysaccharides + lignin + unavailable associated 
substances (cutin, suberin and phytic acid) 
Unavailable storage polysaccharides + cell wall polysaccharides 
+ lignin 
Non-starch polysaccharides + lignin 
Non-starch polysaccharides 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Guillon และคณะ (2000) 
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Table 3.   Comparison of total dietary fiber content in cereal grains 
Cereals Total dietary fibre (%, db) 

Legumes 13.6-28.9 
Rye 15.5 
corn 15 
Triticale 14.5 
Oat 14 
wheat 12 
Sorghum 10.7 
Barley 10 
Finger millet 6.2-7.2 
Rice 1.9±2 
ที่มา : Charalampopoulod และคณะ (2000) 

 
3.1  ประโยชนของเสนใยอาหารที่สําคัญพอกลาวไดดังนี้ 

   เสนใยอาหารกับการลําเลียงในลําไสใหญ  
 สําหรับผูที่มีปญหาเรื่องระบบขับถายสามารถแกไขไดดวยการบริโภคอาหาร

ประเภทเสนใย ทั้งเสนใยชนิดที่ละลายน้ําและไมละลายน้ํา  เชน เสนใยจากรําขาวสาลีและ
เซลลูโลสซึ่งเปนเสนใยที่ไมละลายน้ําแตสามารถอุมน้ําไดดี มีผลตอการเพิ่มมวลของอุจจาระ  ชวย
ทําใหอุจจาระออนนุมและเคลื่อนตัวไดเร็ว ลดระยะเวลาในการขับถาย  เสนใยจากธัญพืชจะมีผลตอ
การเพิ่มมวลอุจจาระไดมากกวาเสนใยจากผลไม  สวนเสนใยประเภทละลายน้ํา เชน เเพคตินจะไมมี
ผลตอการขับถายเพราะถูกยอยโดยจุลินทรียในลําไส 

  เสนใยอาหารกับโรคมะเร็ง    
การศึกษาเกี่ยวกับการบริโภคอาหารที่มีเสนใยและองคประกอบอื่น ๆ กับการเกิด

มะเร็งในลําไสของสตรีที่มีอายุสูงกวา 60 ป ของ Willette และคณะ (1990) พบวา การบริโภคเสนใย
จากผลไมชวยลดอัตราเสี่ยงตอการเกิดมะเร็งมากกวาเสนใยจากแหลงอ่ืน ๆ เชน เสนใยจากธัญพืช 
เสนใยจากผัก โดยมีเหตุผลสนับสนุนวาเสนใยจากผลไมมีสารอาหารที่รางกายตองการในปริมาณ
เล็กนอย (Micronutrients) ที่มีประโยชนหลายชนิด เชน วิตามินอี  วิตามินซี  และเบตา-แคโรทีน ซ่ึง
สารเหลานี้พบอยูรวมกับเสนใยอาหาร และเปนสารที่มีคุณสมบัติเปนสารตานการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน จึงชวยปองกันการเกิดมะเร็งได 
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  เสนใยอาหารกับกระบวนการเมทาบอลิซึมของรางกาย  
  เสนใยอาหารมีคุณสมบัติในการดูดซึมสารอาหารที่ละลายไดในน้ํา ไดแก  น้ําตาล

กลูโคส (Glucose)  ซ่ึงเปนสาเหตุของไขมันและภาวะเบาหวาน (Diabetes)  จึงทําใหเราไดรับ
ประโยชนในการควบคุมปริมาณสารอาหารน้ําตาล (Glucose) จากอาหารที่เรารับประทานไดทั้งใน
ผูปวยเบาหวาน  และผูที่มีปญหาน้ําหนักตัวหรืออวน (Obesity)  และสารอาหารบางอยางถึงแมวาไม
ละลายในน้ํา อยางเชนสารอาหารจําพวกไขมัน ก็ยังพบวาเปนสารอาหารที่สามารถถูกกําจัดและถูก
ขัดขวางการดูดซึมเขาสูรางกายโดยเสนใยอาหารไดเชนเดียวกัน โดยพบวาเสนใยอาหารจะหอหุม
สารอาหารจําพวกไขมันไวกับกลุมของเสนใยอาหาร ทําใหสารอาหารไขมันไมสามารถแตกตัวเปน
โมเลกุลเล็ก ๆ หรือ กรดไขมัน (Fatty Acids) ที่จะสามารถถูกดูดซึมเขาสูรางกาย หลังจากที่เสนใย
อาหารดูดซับสารอาหารน้ําตาลและหอหุมเอาสารอาหารจําพวกไขมันไวกับตัวแลว  เสนใยอาหารก็
จะถูกขับออกไปจากรางกาย โดยทางอุจจาระอยางงายดาย 

  เสนใยอาหารมีผลตอระบบเมทาบอลิซึมของคารโบไฮเดรตและการดูดซึมแรธาตุ  
โดยพบวาเสนใยที่ละลายน้ําและเสนใยที่มีความหนืดสูงจะเปนตัวชวยลดระดับกลูโคสและ
คอเลสเตอรอลหลังรับประทานอาหารไดดี สวนเสนใยที่ไมละลายน้ํามีผลตอการยับยั้งการดูดซึม
ธาตุเหล็กและสังกะสีเนื่องจากเสนใยมีองคประกอบของไฟเทต (Phytate) อยูดวย ดังนั้นแนวทาง
แกปญหาในสวนนี้ทําไดโดยกําจัดไฟเทตออกจากเสนใยอาหารในระหวางกระบวนการแปรรูป ซ่ึง
จะชวยใหรางกายมีการดูดซึมธาตุเหล็ก สังกะสี และแคลเซียมไปใชประโยชนไดมากขึ้น 
 
4.  ซินไบโอติก (Synbiotic)  

  ซินไบโอติก เปนผลิตภัณฑที่มีการรวมกันของแบคทีเรียโปรไบโอติกและสารพรี
ไบโอติก ซ่ึงจะมีผลการสงเสริมการเจริญและการรอดชีวิตของแบคทีเรียโปรไบโอติกในทางเดิน
อาหาร ซ่ึงจะชวยใหโปรไบโอติกในทางเดินอาหารมีการรอดชีวิตมากขึ้น เกิดการเกาะติดผนังลําไส
และสามารถเกิดการหมักในลําไสใหญไดดีขึ้น สงผลใหสุขภาพของเซลลเจาบานดีขึ้น (Tuohey et 
al., 2003) โดยพบวาการใหหนูรับประทานผลิตภัณฑซินไบโอติกที่มีการผสมสารพรีไบโอติกชนิด
โอลิโกฟรุคโตส 5 เปอรเซ็นต ผสมกับ Bifidobacteria ที่มีชีวิตปริมาณ 109 เซลล เปรียบเทียบกับหนู
ที่กินอาหารปกติ และหนูที่มีการกินแบคทีเรียโปรไบโอติกเปนเวลา 14 วัน พบวาหนูที่กิน
ผลิตภัณฑซินไบโอติกสามารถเพิ่มจํานวนของ Bifidobacteria ประมาณ 1.4 Log CFU ตอกรัม
อุจจาระ เมื่อเปรียบเทียบกับการใหหนูกินแต Bifidobacteria เพียงอยางเดียวที่มีการเพิ่มขึ้นแค 0.6 
Log CFU ตอกรัมอุจจาระ (Bielecka et al, 2002) นอกจากนี้ผลิตภัณฑซินไบโอติกมีผลตอการลด
ความเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็งลําไส โดยสามารถลดการพัฒนาของเซลลที่สามารถเกิดโรคมะเร็ง

http://www.reginahealth.net/index.php?lay=show&ac=article&Id=538818496
http://www.reginahealth.net/index.php?lay=show&ac=article&Id=538818496
http://www.reginahealth.net/index.php?lay=show&ac=article&Id=538818496
http://www.reginahealth.net/index.php?lay=show&ac=article&Id=538800899&Ntype=2
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ลําไสใหญ เมื่อใหอินนูลินหรือโอลิโกฟรุคโตสประมาณ 10 เปอรเซ็นต ของอาหารที่บริโภคพรอม
กับการใหแบคทีเรียโปรไบโอติก คือ Bifidobacterium longum (Reddy, 1999) 

5.   การประยุกตใชสารพรีไบโอติกในการเพิ่มการรอดชีวิตของโปรไบโอตกิ 

   จํานวนของโปรไบโอติกในผลิตภัณฑอาหารชนิดตางๆมีปริมาณที่แตกตางกันไป 
ขึ้นอยูกับปริมาณของโปรไบโอติกที่เติมลงไปกอนเขาสูกระบวนการผลิตหรือหลังกระบวนการ
ผลิตก็ตาม ดังนั้น จํานวนโปรไบโอติกมีชีวิตที่มีอยูในผลิตภัณฑนั้นมีความสําคัญมาก ซ่ึงตองมี
จํานวนโปรไบโอติกที่มีชีวิตในผลิตภัณฑอยางนอย 10 6 CFU/มล.  โดยการรอดชีวิตของโปรไบโอ
ติกเริ่มตั้งแตกระบวนการผลิตผลิตภัณฑ การเก็บรักษาผลิตภัณฑ และเมื่อผานสภาวะทางเดินอาหาร
สวนตนของมนุษย ซ่ึงมีทั้งสภาวะที่เปนกรดสูงในกระเพาะอาหาร และสภาวะที่มีเกลือน้ําดีของ
ลําไสเล็ก ซ่ึงปจจัยเหลานี้มีผลทําใหการรอดชีวิตของโปรไบโอติกลดลง รางกายจึงไดรับจุลินทรีย
เหลานี้ในปริมาณที่นอย ดังนั้นการใชสารพรีไบโอติก ซ่ึงมีความทนตอการยอยและดูดซึมใน
ทางเดินอาหารสวนตน นอกจากจะชวยในการเพิ่มจํานวนโปรไบโอติกในลําไสใหญแลวยังชวย
เสริมการรอดชีวิตของโปรไบโอติกจากสภาวะที่ไมเหมาะสมตางๆตั้งแตขั้นตอนการแปรรูป การ
เก็บรักษาและการเขาสูรางกายของผูบริโภค โดยพบวาการใชสารสกัดจากธัญพืช ไดแก ขาวมอลต 
และบารเลย เปนตัวตรึงเซลลเพื่อเปนตัวนําโปรไบโอติกผานทางเดินอาหารสวนตนที่มีทั้งกรดและ
เกลือน้ําดีไปสูลําไสใหญ เพื่อใหมีโปรไบโอติกที่มีชีวิตมากที่สุด โดย free cell ของ Lactobacillus 
plantarum เมื่อผานสภาวะที่เสมือนน้ํายอยในกระเพาะอาหารเปนเวลา 30 นาที ปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่
มี 7.24  log CFU/มล. จะลดลงเหลือ 1.92  log CFU/มล. แตเมื่อตรึงเซลลดวย barley fiber และผาน
สภาวะเดียวกันที่เวลา 30 นาทีปรากฏวาปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่มี 7.24 log   CFU/มล. จะลดลงเหลือ 
5.1 log CFU/มล นอกจากนี้เมื่ออยูในสภาวะที่มีเกลือน้ําดี 4.5 เปอรเซ็นตเปนเวลา 4 ช่ัวโมง free 
cell ของ Lactobacillus plantarum ไมไดเพิ่มมากขึ้นหรือลดจํานวนลง สวนเซลลที่ถูกตรึงดวย malt 
fiber ในสภาวะเดียวกันที่เวลา 240 นาที ปรากฏวาปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่มี 7.59 log CFU/มล. เพิ่มขึ้น
เปน 7.72  log CFU/มล. (Michida et al., 2006) 
   พรีไบโอติกเปนสารอาหารกลุมโอลิโกแซคคารไรดที่พบไดทั้งในผัก ผลไม และ
ธัญพืช ซ่ึงมีคุณสมบัติไมถูกยอยโดยเอนไซมในระบบทางเดินอาหารของมนุษย และมีความจําเพาะ
ตอการสงเสริมการเจริญของโปรไบโอติกในลําไสใหญ ซ่ึงการประยุกตใชพรีไบโอติกเพื่อเพิ่มการ
รอดชีวิตของโปรไบโอติก สามารถนําไปใชไดในหลายขั้นตอน ตั้งแต การเลี้ยงเซลลซ่ึงเปน
ขั้นตอนเริ่มแรกในการผลิตเซลลโปรไบโอติก จากคุณสมบัติของพรีไบโอติกที่สามารถสงเสริมการ
เจริญของโปรไบโอติกนั้น มีการนําสารพรีไบโอติกมาเปนแหลงอาหารของโปรไบโอติก โดย
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พบวา การใชสารพรีไบโอติก 4 ชนิด ไดแก Hi-maize starch, Lactulose, Raftilose และ Inulin 
ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอนในนมพรองมันเนยที่ใชในการเลี้ยง Bifidobacterium 
5 สายพันธุ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวา Bifidobacterium ที่เล้ียงใน
อาหารที่มี Hi-maize starch เปนองคประกอบมีการเจริญดีที่สุด และเมื่อนํามาเก็บรักษาที่หองเย็น
เปนเวลา 4 สัปดาห   ทําการวัดเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของเชื้อ Bifidobacterium ที่สัปดาหที่4  
พบวา Bifidobaterium infantis (Bb-1) และ Bifidobaterium pseudolongum (Bb-4) มีเปอรเซ็นตการ
รอดชีวิตสูงสุด 56.22 ± 0.1 และ 45.37 ± 0.1 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อใช Raftilose เปนแหลง
คารบอน และการใช Hi-maize starch เปนแหลงคารบอนทําให  Bifidobaterium longum (Bb-2), 
Bifidobacterium longum (Bb-3). และ Bifidobaterium animalis (Bb-5) มีการรอดชีวิต 51.17 ± 0.3, 
75.32 ± 0.1และ 75.34 ± 0.1เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยเฉลี่ยแลวการรอดชีวิตของ Bifidobacterium 
ทั้ง 5 สายพันธุ ที่เก็บรักษาเปนเวลา 4 สัปดาห มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตเฉลี่ยสูงสุดเมื่อใช Hi-maize 
starch เปนแหลงคารบอน เทากับ 58.00 ± 0.2 เปอรเซ็นต (Bruno et al., 2002) แตการศึกษาของ 
Capela และคณะ (2006) ที่มีการใชพรีไบโอติก 3 ชนิด ไดแก Fructo-oligosaccharide (FOS), Inulin 
และ Hi-maize ความเขมขน 2  เปอรเซ็นต เติมผสมลงในโยเกิรตที่เติมโปรไบโอติก (Lactobacillus 
acidophilus 33200, Lactobacillus casei 279, Bifidobaterium longum 536 and Lactobacillus 
rhamnosus) แลวนําไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง แลวตรวจการรอดชีวิตทุก 0, 1, 2, 3 และ 4 สัปดาห 
พบวา FOS มีประสิทธิภาพในการเสริมการรอดชีวิตของโปรไบโอติกมากที่สุด  

จากทั้งสองการทดลองใชสารพรีไบโอติกเปนแหลงคารบอนเหมือนกัน และมี
สารพรีไบโอติกบางชนิดเหมือนกัน แตเมื่อนํามาใชกับโปรไบโอติก และสภาวะอาหารที่ตางกัน ก็
ทําใหคุณสมบัติในการเสริมการรอดชีวิตของโปรไบโอติกตางกัน ในการทดลองแรก Hi-maize 
starch สามารถสงเสริมการรอดชีวิตไดดีที่สุด แตในการทดลองที่สองก็มีการใช  Hi-maize starch 
เหมือนกัน แตสารพรีไบโอติกที่สงเสริมการรอดชีวิตของโปรไบโอติกมากที่สุด คือ Fructo-
oligosaccharide (FOS) ดังนั้นการใชสารพรีไบโอติกเปนแหลงคารบอนจะมีความจําเพาะตอสาย
พันธุของโปรไบโอติก 

6.   การทําแหงโปรไบโอติก   

  การทําแหงหมายถึง กระบวนการที่ความรอนถูกถายเทดวยวิธีใดวิธีหนึ่งไปยังวัตถุ
ที่มีความชื้น เพื่อไลความชื้นในวัตถุนั้น ๆ ใหออกไป โดยในขณะที่อากาศอบแหงไหลผานวัตถุ 
การถายเทความรอนและมวลของน้ําจะเกิดขึ้นพรอม ๆ กัน ความรอนจะเกิดการถายเทจากอากาศที่
อบแหงไปยังผิวของวัตถุที่เย็นกวาทําใหน้ําที่ผิวของวัตถุระเหยและถายเทไปยังอากาศที่ไหลผานทํา
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ใหผลิตภัณฑมีความชื้นลดลง (วาสนา กิตติกนกรัตน, 2546)  ซ่ึงในปจจุบันไดมีการนําเทคนิค และ 
วิธีการทําแหงแบบตาง ๆเขามาชวยในการทําแหงผลิตภัณฑ  
  การทําแหงแบบแชเยือกแข็ง (freeze drying) ทําโดยการแชแข็งเชื้อจุลินทรียกอน 
แลวจึงนําไปทําใหแหงดวยการระเหิดที่อุณหภูมิและความดันต่ํา (สุญญากาศ)  วิธีการนี้เหมาะสม
กับผลิตภัณฑที่ไมสามารถทําใหแหงไดดวยความรอน หรือ เส่ือมเสียไดงาย (Gardiner et al., 2002 ) 
  การอบแหงแบบฟลูอิดไดซเบด (fluidized-bed drying) เปนการอบแหง โดยการ
ใชอากาศรอนปอนเขาทางตอนลางของตะแกรง ทําใหอนุภาคของแข็งที่ตองการอบแขวนลอยใน
อากาศรอน  

การอบแหงแบบพนฝอย (spray drying) ทําโดยการพนของเหลวที่มีความเขมขน 
10-20 เปอรเซ็นต (wet basis) ผานหัวฉีด (atommizer) ใหกระจายเปนอนุภาคที่ละเอียดเขาไปใน
อากาศรอน เกิดการถายเทความรอนระหวางผลิตภัณฑกับอากาศรอน เกิดการระเหย ทําให
ผลิตภัณฑจากของเหลวเปลี่ยนเปนรูปผง 

การอบแหงแบบถาดอยูกับท่ี (fixed-tray drying) โดยเครื่องอบแหงแบบถาดอยู
กับที่นี้ วัสดุที่ตองการอบแหงจะบรรจุอยูในถาดซึ่งวางซอนกันโดยมีชองวางของอากาศระหวาง
ถาด ปริมาณความชื้นเริ่มตนของวัสดุไมควรสูงมากนัก (ควรต่ํากวา 24 เปอรเซ็นต) โดยเครื่อง
อบแหงแบบนี้จะทําใหวัสดุแหงโดยการใหลมรอนไหลผานวัสดุที่บรรจุอยูในถาด  

ผลิตภัณฑโปรไบโอติกในรูปผงแหงมีขอดีคือ มีอายุการเก็บรักษานาน การขนสง
สะดวกซึ่งการทําแหงจะทําใหกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลลหยุดลง และเปนการปองกันการ
งอกของสปอรดวย การที่จุลินทรียจะมีความสามารถในการทนตอความแหงไดนั้นจะแตกตางกัน
ตามชนิดของจุลินทรีย วัสดุตัวกลางที่หอหุมจุลินทรีย  โดยถาสามารถเลือกวิธีการทําแหงที่ถูกวิธีจะ
ทําใหสามารถทําใหผลิตภัณฑโปรไบโอติกมีอัตราการรอดชีวิตที่สูง และมีอายุการเก็บรักษาที่นาน
ขึ้นได  

7.   การทําแหงแบบแชเยือกแข็ง (Freeze-drying) 

  กระบวนการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง (Freeze Drying) หรือการทําแหงแบบระเหิด 
(Sublimation Drying) มีช่ือเรียกเฉพาะวา “ Lyophilization” เปนกระบวนการทําแหงภายใตสภาวะ
อุณหภูมิและความดันต่ํา จึงชวยใหผลิตภัณฑคงคุณคาทางโภชนาการ เนื้อสัมผัส โครงสราง สี กล่ิน 
และรสชาติ ใกลเคียงกับของสด โดยหลักการพื้นฐานของกระบวนการทําแหงชนิดตางๆสามารถ
อธิบายไดจากแผนภูมิสถานะ (Phase diagram) ของน้ําบริสุทธิ์ (Figure 1.) จุด A ที่อุณหภูมิและ
ความดันบรรยากาศปกติ (30 องศาเซลเซียส และ 105 ปาสคาล) น้ําอยูในสถานะของเหลว การทํา
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แหงโดยทั่วไป (Convention Drying) จะใหพลังงานความรอนกับผลิตภัณฑ จนถึงระดับความรอน
แฝงของการระเหยน้ํา (Latent Heat of Evaporation) น้ําภายในผลิตภัณฑระเหยเปลี่ยนสถานะเปน
ไอที่จุด B แตการทําแหงแบบแชเยือกแข็งจะลดอุณหภูมิของผลิตภัณฑจนถึงจุดเยือกแข็ง C หรือจุด 
D ซ่ึงต่ํากวาจุดเยือกแข็ง เพื่อใหน้ําภายในผลิตภัณฑสรางผลึกเปลี่ยนสถานะเปนของแข็งไดอยาง
สมบูรณ จากนั้นลดความดันสุญญากาศจนถึงจุดต่ํากวาจุด E หรือเสนขอบเขตของการเปลี่ยน
สถานะ เพื่อใหผลึกน้ําแข็งภายในผลิตภัณฑเกิดการระเหิดเปลี่ยนสถานะกลายเปนไอไดอยาง
สมบูรณ (ปณณธร ภัทรสถาพรกุล, 2547) 
 

 
        Figure 1.  Water phase diagram  
        ที่มา : ปณณธร ภัทรสถาพรกุล (2547) 
 

กระบวนการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง ประกอบดวยข้ันตอนหลัก 3 ขั้นตอน คือ 
การแชเยือกแข็ง (Freezing) การทําแหงระยะที่ 1 (Primary Drying) และการทําแหงระยะที่ 2 
(Secondary Drying) ซ่ึงแตละขั้นตอนมีรายละเอียดดังนี้ 
  การแชเยือกแข็ง (Freezing) ในขั้นตอนนี้เปนการลดอุณหภูมิของผลิตภัณฑลง
จนถึงจุดเยือกแข็งหรือต่ํากวาจุดเยือกแข็ง ใหน้ําหรือสารละลายเปลี่ยนสถานะเปนของแข็งไดอยาง
สมบูรณ ส่ิงสําคัญของขั้นตอนนี้ คือ การเกิดผลึกน้ําแข็ง ระดับความเร็วของการแชเยือกแข็งควร
เปนการแชแบบเร็ว (Quick freezing) เนื่องจากผลึกที่เกิดขึ้นจะมีขนาดเล็ก ซ่ึงเกิดจากน้ําที่อยูภายใน
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ชองวางระหวางเซลลแข็งตัวอยางรวดเร็ว ลักษณะของผลึกเชนนี้ ไมทําใหโครงสรางของผลิตภัณฑ
เสียหาย แตหากเปนการแชเยือกแข็งแบบชา (Natural freezing) เวลาในการเกิดผลึกนาน ทําใหผลึก
น้ําแข็งมีขนาดใหญ เบียดชองวางระหวางเซลลทําใหเซลลแตก โครงสรางของผลิตภัณฑไดรับ
ความเสียหาย การแชเยือกแข็งแบบเร็วที่นิยมใชกันมีหลายวิธี เชน การแชแข็งแบบลมเปา การแช
เยือกแข็งแบบสัมผัส และการแชเยือกแข็งแบบจุมในของเหลวเย็นจัด เปนตน 
  การทําแหงระยะที่ 1 (Primary drying) ขั้นตอนนี้เปนการลดความดันลง เพื่อให
ผลึกน้ําแข็งที่อยูภายในเกิดการระเหิดเปนไอ ออกไปจากผิวหนาของผลิตภัณฑ ระดับของความดัน
สุญญากาศควรอยูในระดับสุญญากาศละเอียด (Fine Vacuum) ถึงระดับสุญญากาศสูง (High 
vacuum) ซ่ึงมีความดันต่ํากวา 132  ปาสคาล และ 132 mPa ตามลําดับ การระเหิดของผลึกน้ําแข็งจึง
เกิดขึ้นไดอยางสมบูรณ การระเหิดของผลึกน้ําแข็งระหวางการทําแหงระยะที่ 1 (Figure 2.) แหลง
ความรอนถายเทความรอนแฝงในการระเหิดกับผลิตภัณฑ โดยมีลําดับของการระหิด ดังนี้ 

- การระเหิดของชั้นน้ําแข็ง (Ice Layer) บริเวณผิวหนาของผลิตภัณฑ 
- ช้ันน้ําแข็งที่ระเหิดไป กลายเปนชั้นแหง (Dry Layer) อยูบริเวณผิวหนาของ

ผลิตภัณฑ  
- ช้ันน้ําแข็งที่อยูภายในผลิตภัณฑ ระเหิดผานชั้นแหงออกไปสูผิวหนาของ

ผลิตภัณฑ 
ทั้งนี้เวลาการระเหิด (Sublimation Time) ขึ้นอยูกับโครงสรางของผลิตภัณฑแตละ

ชนิดวาโครงสรางเซลลโปรงหรือแนนเพียงใด 
การทําแหงระยะที่ 2 (Secondary Drying) ในขั้นตอนนี้เปนการกําจัดน้ําที่อยูในรูป

ของพันธะกับสารอื่น (Bound water) ในผลิตภัณฑ ซ่ึงไมตกผลึกและแข็งตัวไปกับน้ําอิสระ ชวงการ
ทําแหงนี้ เรียกวา “Desorption” จาก Figure 2. ชวงของการ Desorption อุณหภูมิของผลิตภัณฑเพิ่ม
สูงขึ้น เนื่องจากการถายเทความรอนแฝงใหช้ันน้ําแข็งหมดไป พลังงานจากแหลงความรอนจึง
ถายเทสูผลิตภัณฑโดยตรง 
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                         Figure 2.   Freeze drying process 
                 ที่มา : ปณณธร ภัทรสถาพรกุล (2547) 

8.   ปจจัยท่ีมีผลตอการรอดชีวิตของโปรไบโอติกในรูปผลิตภัณฑ  

การรอดชีวิตและกิจกรรมของโปรไบโอติกมีความสําคัญมาก เนื่องจากโปรไบโอ
ติกตองรอดชีวิตอยูในผลิตภัณฑระหวางการเก็บรักษาและมีจํานวนจุลินทรียที่มีชีวิตนอยที่สุด 106 
CFU/มล. เพื่อเปนประโยชนตอรางกาย นอกจากนี้ตองรอดชีวิตเมื่อผานสภาวะที่เปนกรดของ
กระเพาะอาหารและตองทนตอการทําลายของเอนไซมและเกลือน้ําดีในลําไสเล็ก  ซ่ึงมีปจจัยหลาย
ดานดวยกันที่มีบทบาทตอการรอดชีวิตของโปรไบโอติก โดยสามารถสรุปได ดังนี้ 
 1.  สายพันธุของจุลินทรีย  การใชจุลินทรียที่มีความสามารถในการทนตอสภาวะแวดลอมที่
รุนแรงได จะทําใหอัตราการรอดชีวิตของจุลินทรียเมื่อผานกระบวนการผลิตตางๆมีจํานวนมาก  ทํา
ใหผูบริโภคไดรับจุลินทรียที่มีประโยชนสูรางกายในปริมาณที่เพียงพอ จากการทดลองของ To และ 
Etzel (1997) ไดศึกษาการทําแหงแบบแชเยือกแข็งเชื้อ 3 ชนิด คือ Lactococcus lactis ssp. cremoris 
D11, Lactobacillus casei ssp. pseudo-plantarum UL137 และ Streptococcus thermophilus 
CH3TH โดยใช Maltodextrin 30 เปอรเซ็นต เปนสารปองกันเซลล และพบวา Lactococcus lactis 
ssp. cremoris D11, Lactobacillus casei ssp. pseudo-plantarum UL137 และ Streptococcus 
thermophilus CH3TH มีอัตราการรอดชีวิตของเชื้ออยูที่ 63, 71 และ 100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
นอกจากนี้ Capela และคณะ (2006) ซ่ึงศึกษาการรอดชีวิตของโปรไบโอติกสายพันธุ Lactobacillus 
acidophilus และ Bifidobacterium longum ภายหลังจากทําการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง พบวา 
Bifidobacterium longum มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตสูงกวา Lactobacillus acidophilus แตไมมีความ
แตกตางกันทางสถิติ ซ่ึงการรอดชีวิตของโปรไบโอติกแตละสายพันธุตางกันนั้นขึ้นอยูกับ
องคประกอบของเยื่อหุมเซลลและผนังเซลลของโปรไบโอติกแตละสายพันธุ (Carvalho et al., 
2004)  
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 2.  องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ  อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีองคประกอบของอาหารที่เหมาะสม
ตอการเจริญของจุลินทรีย ทําใหจุลินทรียนั้นสามารถเพิ่มจํานวนไดอยางรวดเร็ว โดย Bruno และ 
Shah (2002) นําสารพรีไบโอติกมาเปนแหลงอาหารของโปรไบโอติก โดยพบวา การใชสารพรี
ไบโอติก 4 ชนิด ไดแก Hi-maize starch, Lactulose, Raftilose และ Inulin ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต 
เปนแหลงคารบอนในนมพรองมันเนยที่ใชในการเลี้ยง Bifidobacterium 5 สายพันธุ ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวา Bifidobacterium ที่เล้ียงในอาหารที่มี Hi-maize starch เปน
องคประกอบมีการเจริญดีที่สุด และเมื่อนํามาเก็บรักษาที่หองเย็นเปนเวลา 4 สัปดาห   ทําการวัด
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของเชื้อ Bifidobacterium ที่สัปดาหที่4  พบวา Bifidobacterium infantis 
(Bb-1) และ Bifidobacterium pseudolongum (Bb-4) มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตสูงสุด 56.22  ± 0.1 
และ 45.37 ± 0.1 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อใช Raftilose เปนแหลงคารบอน และการใช Hi-maize 
starch เปนแหลงคารบอนทําให  Bifidobacterium longum (Bb-2), Bifidobacterium longum (Bb-3). 
และ Bifidobacterium animalis (Bb-5) มีการรอดชีวิต 51.17 ± 0.3, 75.32 ± 0.1และ 75.34 ± 0.1
เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยเฉลี่ยแลวการรอดชีวิตของ Bifidobacterium ทั้ง 5 สายพันธุ ที่เก็บรักษา
เปนเวลา 4 สัปดาห มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตเฉลี่ยสูงสุดเมื่อใช Hi-maize starch เปนแหลงคารบอน 
เทากับ 58.00 ± 0.2 เปอรเซ็นต  
 3.  พีเอช พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ตางกันก็สงผลใหเชื้อนั้นมีการรอดชีวิตหลังจากการทํา
แหงที่แตกตางกัน Palmfeldt และ Hgerdal (2000) ทําการเลี้ยง Lactobacillus reuteri  ที่พีเอช 5.0 
และ 6.0 แลวจึงทําการเก็บเกี่ยวเซลลไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง ศึกษาการรอดชีวิตของเซลล
เปรียบเทียบกับกอนทําแหง พบวาที่พีเอช 5.0 เซลลมีการรอดชีวิตประมาณ 80 เปอรเซ็นต ซ่ึงสงูกวา
ที่พีเอช 6.0 ซ่ึงรอดชีวิตประมาณ 50 เปอรเซ็นต ในสภาวะที่เปนกรด โปรไบโอติก เชน 
Lactobacillus acidophilus รอดชีวิตดีกวา Lactobacillus delbrueckii spp. และ Steptococcos 
thermophilus ในโยเกิรต Hood และ Zottola (1988) พบวา Lactobacillus acidophilus (BG2f04) มี
การลดจํานวนลงอยางรวดเร็วที่พีเอช 2.0 แตที่พีเอช 4.0 ไมพบการลดลงของเซลลที่มีชีวิต เหตุผลนี้
สอดคลองกับงานวิจัยของ Lankaputhra และคณะ (1996) ซ่ึงศึกษา Lactobacillus acidophilus 6 
สายพันธุ ซ่ึงรอดชีวิตดีที่พีเอช 3.0 หรือมากกวา และจํานวนเซลลที่รอดชีวิต มากกวา 107 CFU/กรัม 
หลังจากบม  3 ช่ัวโมง แต Lactobacillus acidophilus มีความทนตอสภาวะที่เปนกรดมากกวา 
Bifidobacterium bifidum และการเจริญของ Bifidobacterium bifidum จะชาลงที่พีเอชประมาณ 5.0 
แตอยางไรก็ตามการทนทานตอสภาวะที่เปนกรดในกระเพาะอาหารของ Bifidobacterium นั้นขึ้นอยู
กับสายพันธุ 
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4.  อุณหภูมิท่ีใชในการเพาะเลี้ยง อุณหภูมิในการเพาะเลี้ยงของเชื้อแตละชนิดจะไมเหมือนกัน
ขึ้นอยูกับชนิดของสายพันธุ  จุลินทรียบางชนิดสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูง  พบวา Lactobacillus  
มีชวงอุณหภูมิในการเจริญ 2-53 องศาเซลเซียส แตอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญอยูระหวาง 30-
40 องศาเซลเซียส 

5.  ระยะเวลาในการเก็บเก่ียวเชื้อ การเจริญของแบคทีเรียมี 4 ระยะ คือ log, lag, stationary และ 
death phase ซ่ึงที่ระยะ stationary phase เปนระยะที่การเจริญของแบคทีเรียที่คงที่ โดยระยะที่
เหมาะสมตอการรอดชีวิตระหวางการทําแหงขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรีย Corcoran และคณะ 
(2004) พบวาที่ระยะ stationary phase เชื้อ Lactobacillus rhamnosus มีการรอดชีวิตหลังการทําแหง 
31-50 เปอรเซ็นต แตที่ระยะ log phase มีการรอดชีวิต 14 เปอรเซ็นต และที่ระยะ lag phase เซลล
รอดชีวิตนอยที่สุด 2 เปอรเซ็นต ซ่ึงใหผลที่สอดคลองกับ Mary และคณะ (1986) ซ่ึงพบวา Rhizobia
มีการรอดชีวิตสูงสุดที่ระยะ stationary phase และมีการรอดชีวิตของ Sinorhizobium และ 
Bradyrhizobium ที่เก็บตัวอยางจากระยะ stationary phase มาทําแหง มีการรอดชีวิตสูงกวาตัวอยางที่
เก็บจากระยะ log phase (Boumahdi et al., 1999) 

6.  สาร cryoprotectant  คือ วัสดุหรือตัวกลางเพื่อปองกันการบาดเจ็บหรือการทําลายจาก
สภาวะแวดลอมภายนอก  สาร cryoprotectant ก็มีดวยกันหลายชนิด ที่นิยมใชไดแก นมพรองมัน
เนยคืนรูป (reconstituted skim milk)  ซูโครส เปนตน ซ่ึงการเลือกใชวัสดุหรือตัวกลางเพื่อปองกันจุ
ลินทรียอยางเหมาะสมจะทําใหโปรไบโอติกมีอัตราการรอดชีวิตที่สูง Saarela และคณะ (2006) ที่
ศึกษาการทําแหงแบบแชเยือกแข็งเชื้อ Lactobacillus rhamnosus E800 และ Lactobacillus 
rhamnosus E522 โดยใชไฟเบอรของแอปเปล  ขาวโอตที่มีสวนประกอบของ β-glucan 10 และ 20 
เปอรเซ็นตเปนองคประกอบ wheat dextrin, polydextrose และ อินนูลิน เปนสาร cryoprotectant ใน
การทําแหงแบบแชเยือกแข็ง เปรียบเทียบกับการใช ซูโครสเปน cryoprotectant พบวา Lactobacillus 
rhamnosus ทั้งสองสายพันธุใหผลการรอดชีวิตที่ใกลเคียงกัน โดยการใช cryoprotectant ที่เปน
wheat dextrin และ polydextrose มีอัตราการรอดชีวิตใกลเคียงกับการใชซูโครสเปน cryoprotectant 
แตสูงกวาการใชพรีไบโอติกชนิดอื่นเปน cryoprotectant หลังจากผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง 
นอกจากนี้ Sultana และคณะ (2000) ไดศึกษาการหอหุมแบคทีเรียโปรไบโอติก ดวยอัลจีเนต
รวมกับแปงขาวโพด ซ่ึงมีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติก แลวเติมลงในโยเกิรต หลังจากนั้นนําไปเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียสเปนเวลา 8 สัปดาห พบวาจํานวนแบคทีเรียโปรไบโอติกในรูป
เซลลอิสระจะมีลดลงประมาณ 1 log cycle ในขณะที่เซลลแบคทีเรียโปรไบโอติกที่มีการหอหุมมี
จํานวนลดลงประมาณ 0.5 log cycle 
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7.  อุณหภูมิและภาชนะบรรจุผลิตภัณฑในระหวางการเก็บรักษา   การเก็บรักษาผลิตภัณฑที่
อุณหภูมิต่ําจะชวยเก็บรักษาผลิตภัณฑไดนานขึ้น  และภาชนะที่ใชบรรจุผลิตภัณฑ มีความสําคัญตอ
การรอดชีวิตของผลิตภัณฑ โดยตองไมมีการแพรผานของออกซิเจนและความชื้น Dave และ Shah 
(1997) พบวาการบรรจุโยเกิรตในขวดแกวจะปรับปรุงการรอดชีวิตของ Lactobacillus acidophilus 
มากกวา 35 วัน เมื่อเปรียบเทียบกับ Lactobacillus  acidophilus ที่รอดชีวิตในโยเกิรตที่บรรจุในถวย
พลาสติก ปริมาณออกซิเจนที่อยูในขวดแกวจะต่ํา แตในขณะที่โยเกิรตในถวยพลาสติกจะมีการ
เพิ่มขึ้นของออกซิเจน โดยปริมาณออกซิเจนที่ต่ําจะทําใหการรอดชีวิตของโปรไบโอติกดีขึ้น 

วัตถุประสงค 

1. คัดเลือกโปรไบโอติกที่เหลือรอดจากการทําแหงแบบแชเยือกแข็งไดสูงสุด 
2. ผลของสารอาหารและการใชสารพรีไบโอติกตอการรอดชีวิตจากการทําแหงแบบแชเยือก

แข็งของโปรไบโอติก 
3. ผลของสภาวะการเลี้ยงเชื้อ, อุณหภูมิ และพีเอชตอการรอดชีวิตจากการทําแหงแบบแชเยือก

แข็ง 
4. การรอดชีวิตในสภาวะจําลองทางเดินอาหารสวนตนในกระเพาะอาหารและลําไสเล็กของ

โปรไบโอติกที่ผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง 
5.  การรอดชีวิตของโปรไบโอติกที่ผานกระบวนการทําแหงแบบแชเยือกแข็งในเครื่องดื่ม

ประเภทตางๆ 
6. ศึกษาผลของอุณหภูมิและประเภทภาชนะบรรจุในการเก็บรักษาตอการรอดชีวิตของโปร

ไบโอติกที่ผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง 
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บทที่ 2 

วิธีการวิจัย 

1.  วิธีดําเนินการ 

1.1  การเตรียมสารสกัดท่ีมีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติก 
1.1.1  การเตรียมสารสกัดจากธัญพืช 

 นําธัญพืชแตละชนิด (ขาวโพดที่ผานการอบที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
12 ช่ัวโมง) มาบดและชั่งน้ําหนัก 5 กรัม สกัดดวยน้ํา 95 มล. ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เขยาหรือ
กวนเปนเวลา 30 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาที แยกสวนใสซึ่งเปนสารสกัดธัญพืช (cereal extract) และสวนตะกอนซึ่งเปนเสนใยที่ไม
ละลายน้ํา (crude fiber) นําไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง (freeze-drying) รายงานผลไดของสารสกัด
จากธัญพืชในรูปน้ําหนักแหง ของสารสกัดธัญพืช (กรัม) / น้ําหนักแหงเริ่มตนของธัญพืช (กรัม) 
เก็บในขวดแกวปดสนิท เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชตลอดการทดลอง นําตัวอยาง
สารสกัดไปวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซและปริมาณน้ําตาลทั้งหมดตามวิธีการในภาคผนวก ข 

1.1.2  การเตรียมสาร Exopolysaccharides (EPSs) จากแบคทีเรียแลกติก 
  เล้ียงแบคทีเรีย Weissella cibaria A2 ในอาหาร MRS โดยใชปริมาตร 200 มล. 
ในฟลากส ขนาด 500 มล. นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นทําการ
ถายเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นต ลงบนอาหาร MRS แลวนําไปเลี้ยงที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 
ช่ัวโมง  แยกตัวเซลลออกโดยนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนใสมาตกตะกอนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดวย 95 เปอรเซ็นต
ของเอทานอล ปริมาตร 2 เทาของปริมาตรของสารละลาย และนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8000 
รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และทําการลางโดยนําตะกอนที่ไดมาละลายน้ํา
และทําการหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ทําการ
ลางเชนเดิมซ้ําอีกครั้งเพื่อเปนการกําจัดสารเจือปนอื่นที่ไมใช EPSs ที่ตองการ จากนั้นนํามาไวใน
โถดูดความชื้นจนแหง รายงานผลไดของ EPSs ที่ผลิตไดในรูปน้ําหนักแหงของ EPSs (กรัม) / 
ปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ (มล.) เก็บ EPSs ที่ไดในขวดแกวปดสนิท เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เพื่อใชตลอดการทดลอง (นันทินา เชิญทอง, 2550) นําตัวอยางวิเคราะหปริมาณน้ําตาล
รีดิวซและปริมาณน้ําตาล ทั้งหมดตามวิธีการในภาคผนวก ข 
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1.2 ผลของสายพันธุและสภาวะในการแชแข็งตอการรอดชีวิตของโปรไบโอติกในระหวางการ
ทําแหงแบบแชเยือกแข็ง (freeze-drying) 

นํา Lactobacillus plantarum TISTR 875, Lactobacillus acidophilus TISTR 1034, 
Bifidobacterium longum DSM 20215 และ Bifidobacterium bifidum DSM 20456 จาก glycerol 
stock ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสในอาหารเหลว MRS ที่มีการเติม L-cysteine-hydrochloride 0.05 
เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง 
แลวถายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 9 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเก็บตัวอยางปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดไมโครเซ็น
ติฟวก ขนาด 2 มิลลิลิตร ทําการเหวี่ยงแยกตัวเซลลที่ 10000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 10 นาที ลางเซลลดวย โซเดียมคลอไรด 0.85 เปอรเซ็นตที่ปลอดเชื้อ 2 ครั้ง ตัวเซลลที่เก็บเกี่ยว
ไดถูกเจือจางดวย 10 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตรของนมพรองมันเนยคืนรูป (reconstituted skim 
milk) ที่ผานการฆาเชื้อ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทําการผสมใหเขากัน นับจํานวนเซลลกอนการทําแหง
แบบแชเยือกแข็ง (ภาคผนวก ข) แลวจึงเก็บตัวอยาง 0.5 มิลลิลิตรใสในหลอดไมโครเซ็นติฟวก 
ขนาด 2 มิลลิลิตร นําไปทําการแชแข็งที่อุณหภูมิ -20, -80 และ -196(ไนโตรเจนเหลว) องศา
เซลเซียส  แลวจึงนําไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง ผลิตภัณฑที่ไดอยูในรูปผง ทําการนับจํานวนเชื้อที่
รอดชีวิตหลังการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง (ภาคผนวก ข) เพื่อคัดเลือกสายพันธุที่มีการรอดชีวิต
สูงสุดเพื่อใชในการทดลองตอไป  

1.3 ผลของสภาวะในการเลี้ยงโปรไบโอติกตอการรอดชีวิตในกระบวนการทําแหงแบบแชเยือก
แข็ง (freeze-drying) 
1.3.1  ผลของแหลงคารบอนตอการรอดชีวิตของโปรไบโอติก 

นํา L.  plantarum จาก glycerol stock ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสในอาหารเหลว 
MRS ที่มีการเติม L-cysteine-hydrochloride 0.05 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง แลวถายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในอาหาร
เหลว MRS ปริมาตร 9 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการเจือจาง
ความเขมขนและถายเชื้อลงในอาหาร MRS ดัดแปลง ที่มีการใชแหลงคารบอน 2 เปอรเซ็นต (โดย
การคิดคํานวณคา total sugar ของสารสกัด ใหมีคาเทากับ 1000 มก./ก ของน้ําตาลกลูโคส) Fructo-
oligosacchrides (FOS), น้ําตาลซูโครส, น้ําตาลกลูโคส, สารสกัดถ่ัวเหลือง, สารสกัดขาวโพด, สาร
สกัดถ่ัวเขียว ที่เตรียมไดจากขอ 1.1.1 และไมเติมแหลงคารบอนเปนชุดควบคุม เพื่อใหไดเชื้อเร่ิมตน
105  CFU/มล. ทําการเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24  ช่ัวโมง โดยทําการเก็บ
ตัวอยางเพื่อนับจํานวนจุลินทรีย ดวยวิธีการ spread plate บนอาหารแข็ง MRS ที่มีการเติม 
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bromocresol purple 0.02 เปอรเซ็นต (นับโคโลนีที่เปล่ียนสีอาหาร MRS agar จากสีมวงเปนสี
เหลือง) ที่เวลา 0, 3, 6, 9, 12, 18 และ 24 ช่ัวโมง เมื่อครบ 24 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ใสในหลอดไมโครเซ็นติฟวก ขนาด 2 มิลลิลิตร ทําการเหวี่ยงแยกตัวเซลลที่ 10000 รอบ
ตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ลางเซลลดวย โซเดียมคลอไรด 0.85 เปอรเซ็นตที่
ปลอดเชื้อ 2 ครั้ง ตัวเซลลที่เก็บเกี่ยวไดถูกเจือจางดวย 10 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตรของนม
พรองมันเนยคืนรูป (reconstituted skim milk) ที่ผานการฆาเชื้อ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทําการผสมให
เขากัน นับจํานวนเซลลกอนการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง แลวจึงเก็บตัวอยาง 0.5 มิลลิลิตรใสใน
หลอดไมโครเซ็นติฟวก ขนาด 2 มิลลิลิตร นําไปทําการแชแข็งดวยไนโตรเจนเหลว แลวจึงนําไปทํา
แหงแบบแชเยือกแข็ง ผลิตภัณฑที่ไดอยูในรูปผง ทําการนับจํานวนเชื้อที่รอดชีวิตหลังการทําแหง
แบบแชเยือกแข็ง (ภาคผนวก ข) คัดเลือกแหลงคารบอนที่ใหผลการรอดชีวิตของ L. plantarum สูง
ที่สุด เพื่อใชในการทดลองตอไป 

1.3.2  ผลของ Crude fiber ตอการรอดชีวิตของโปรไบโอติก 
  นํา L.  plantarum จาก glycerol stock ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสในอาหารเหลว 
MRS ที่มีการเติม L-cysteine-hydrochloride 0.05 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง แลวถายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในอาหาร
เหลว MRS ปริมาตร 9 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการเจือจาง
ความเขมขนและถายเชื้อลงในอาหาร MRS ดัดแปลง ที่มีการใชแหลงคารบอน 2 เปอรเซ็นตจาก
สารสกัดถ่ัวเหลือง และมีปริมาณ Crude fiber 2 เปอรเซ็นต จาก ถ่ัวเหลือง ขาวโพด ถ่ัวเขียวA (สวน
ตะกอนที่หยาบ) ถ่ัวเขียวB (สวนตะกอนที่ละเอียด) และ EPSs ที่เตรียมจากขอ 1.1.1 และ 1.1.2 
ตามลําดับโดยมีชุดที่ไมเติม Crude fiber 2 เปอรเซ็นต เปนชุดควบคุม เพื่อใหไดเชื้อเริ่มตน105  
CFU/มล. ทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการเก็บตัวอยางเพื่อนับ
จํานวนจุลินทรีย ดวยวิธีการ spread plate บนอาหารแข็ง MRS ที่มีการเติม bromocresol purple 0.02 
เปอรเซ็นต (นับโคโลนีที่เปลี่ยนสีอาหาร MRS agar จากสีมวงเปนสีเหลือง) ที่เวลา 0, 3, 6, 9, 12, 18 
และ 24 ช่ัวโมง เมื่อครบ 24 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดไมโครเซ็นติฟวก 
ขนาด 2 มิลลิลิตร ทําการเหวี่ยงแยกตัวเซลลที่ 10000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 
นาที ลางเซลลดวย โซเดียมคลอไรด 0.85 เปอรเซ็นตที่ปลอดเชื้อ 2 คร้ัง ตัวเซลลที่เก็บเกี่ยวไดถูก
เจือจางดวย 10 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตรของนมพรองมันเนยคืนรูป (reconstituted skim milk) 
ที่ผานการฆาเชื้อ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทําการผสมใหเขากัน นับจํานวนเซลลกอนการทําแหงแบบ
แชเยือกแข็ง แลวจึงเก็บตัวอยาง 0.5 มิลลิลิตรใสในหลอดไมโครเซ็นติฟวก ขนาด 2 มิลลิลิตร นําไป
ทําการแชแข็งดวยไนโตรเจนเหลว แลวจึงนําไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง ทําการนับจํานวนเชื้อที่
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รอดชีวิตหลังการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง (ภาคผนวก ข) คัดเลือก crude fiber ที่ใหผลการรอดชีวิต
ของ L. plantarum สูงที่สุดเพื่อใชในการทดลองตอไป 

1.3.3  ผลของพีเอชตอการรอดชีวิตของโปรไบโอติก 
นํา L.  plantarum จาก glycerol stock ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสในอาหารเหลว 

MRS ที่มีการเติม L-cysteine-hydrochloride 0.05 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง แลวถายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในอาหาร
เหลว MRS ปริมาตร 9 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการเจือจาง
ความเขมขนและถายเชื้อลงในอาหาร MRS ดัดแปลง ที่มีการใชแหลงคารบอน 2 เปอรเซ็นตจาก
สารสกัดถ่ัวเหลือง และมีปริมาณ Crude fiber 2 เปอรเซ็นต จากถั่วเขียวB (สวนตะกอนที่ละเอียด)  
ทําการปรับพีเอชของอาหาร เปน 4, 5 และ 7 โดยชุดควบคุมเปนพีเอชของอาหาร MRS ปกติ ซ่ึง
เทากับ 6.5เพื่อใหไดเชื้อเร่ิมตน105  CFU/มล. ทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง ทําการเก็บตัวอยางเพื่อนับจํานวนจุลินทรีย ดวยวิธีการ spread plate บนอาหารแข็ง MRS ทีม่ี
การเติม bromocresol purple 0.02 เปอรเซ็นต (นับโคโลนีที่เปล่ียนสีอาหาร MRS agar จากสีมวง
เปนสีเหลือง) ที่เวลา 0, 3, 6, 9, 12, 18 และ 24 ช่ัวโมง เมื่อครบ 24 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ใสในหลอดไมโครเซ็นติฟวก ขนาด 2 มิลลิลิตร ทําการเหวี่ยงแยกตัวเซลลที่ 10000 รอบ
ตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ลางเซลลดวย โซเดียมคลอไรด 0.85 เปอรเซ็นตที่
ปลอดเชื้อ 2 ครั้ง ตัวเซลลที่เก็บเกี่ยวไดถูกเจือจางดวย 10 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตรของนม
พรองมันเนยคืนรูป (reconstituted skim milk) ที่ผานการฆาเชื้อ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทําการผสมให
เขากัน นับจํานวนเซลลกอนการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง แลวจึงเก็บตัวอยาง 0.5 มิลลิลิตรใสใน
หลอดไมโครเซ็นติฟวก ขนาด 2 มิลลิลิตร นําไปทําการแชแข็งดวยไนโตรเจนเหลว แลวจึงนําไปทํา
แหงแบบแชเยือกแข็ง ทําการนับจํานวนเชื้อท่ีรอดชีวิตหลังการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง (ภาคผนวก 
ข) คัดเลือกผลของพีเอชที่ใหผลการรอดชีวิตของโปรไบโอติกสูงสุดเพื่อใชในการทดลองตอไป 

1.3.4  ผลของอุณหภูมิตอการรอดชีวิตของโปรไบโอติก 
นํา L.  plantarum จาก glycerol stock ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสในอาหารเหลว 

MRS ที่มีการเติม L-cysteine-hydrochloride 0.05 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง แลวถายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในอาหาร
เหลว MRS ปริมาตร 9 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการเจือจาง
ความเขมขนและถายเชื้อลงในอาหาร MRS ดัดแปลง ที่มีการใชแหลงคารบอน 2 เปอรเซ็นตจาก
สารสกัดถ่ัวเหลือง และมีปริมาณ Crude fiber 2 เปอรเซ็นต จากถั่วเขียวB (สวนตะกอนที่ละเอียด)  
ปรับพีเอชของอาหาร เปน 6.5 เพื่อใหไดเชื้อเร่ิมตน105  CFU/มล. ทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 
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45  องศาเซลเซียส เปนเวลา 24  ช่ัวโมง ทําการเก็บตัวอยางเพื่อนับจํานวนจุลินทรีย ดวยวิธีการ 
spread plate บนอาหารแข็ง MRS ที่มีการเติม bromocresol purple 0.02 เปอรเซ็นต (นับโคโลนีที่
เปลี่ยนสีอาหาร MRS agar จากสีมวงเปนสีเหลือง) ที่เวลา 0, 3, 6, 9, 12, 18 และ 24 ช่ัวโมง เมื่อครบ 
24 ชั่วโมง เก็บตัวอยางปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดไมโครเซ็นติฟวก ขนาด 2 มิลลิลิตร ทําการ
เหวี่ยงแยกตัวเซลลที่ 10000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ลางเซลลดวย 
โซเดียมคลอไรด 0.85 เปอรเซ็นตที่ปลอดเชื้อ 2 คร้ัง ตัวเซลลที่เก็บเกี่ยวไดถูกเจือจางดวย 10 
เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตรของนมพรองมันเนยคืนรูป (reconstituted skim milk) ที่ผานการฆา
เชื้อ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทําการผสมใหเขากัน นับจํานวนเซลลกอนการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง 
แลวจึงเก็บตัวอยาง 0.5 มิลลิลิตรใสในหลอดไมโครเซ็นติฟวก ขนาด 2 มิลลิลิตร นําไปทําการแช
แข็งดวยไนโตรเจนเหลว แลวจึงนําไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง ทําการนับจํานวนเชื้อที่รอดชีวิตหลัง
การทําแหงแบบแชเยือกแข็ง (ภาคผนวก ข) คัดเลือกผลของอุณหภูมิที่ใหผลการรอดชีวิตของโปร
ไบโอติกสูงสุดเพื่อใชในการทดลองตอไป 

1.4 ผลของระยะเวลาในการเก็บเกี่ยวเซลลตอการรอดชีวิตของโปรไบโอติกใน กระบวนการทํา
แหงแบบแชเยือกแข็ง (freeze-drying) 
1.4.1  ศึกษาการเจริญของโปรไบโอติกในสภาวะที่เหมาะสม 

นํา L.  plantarum จาก glycerol stock ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสในอาหารเหลว 
MRS ที่มีการเติม L-cysteine-hydrochloride 0.05 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง แลวถายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในอาหาร
เหลว MRS ปริมาตร 9 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการเจือจาง
ความเขมขนและถายเชื้อลงในอาหาร MRS ดัดแปลง ที่มีการใชแหลงคารบอน 2 เปอรเซ็นตจาก
สารสกัดถ่ัวเหลือง และมีปริมาณ Crude fiber 2 เปอรเซ็นต จากถั่วเขียวB (สวนตะกอนที่ละเอียด)  
ปรับพีเอชของอาหาร เปน 6.5 เพื่อใหไดเชื้อเร่ิมตน105  CFU/มล. ทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24  ช่ัวโมง ทําการเก็บตัวอยางเพื่อศึกษาการเจริญโดยนับจํานวนจุลินทรีย ดวย
วิธีการ spread plate บนอาหารแข็ง MRS ที่มีการเติม bromocresol purple 0.02 เปอรเซ็นต(นับ
โคโลนีที่เปลี่ยนสีอาหาร MRS agar จากสีมวงเปนสีเหลือง) ที่เวลา 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, 48 
และ 72 ช่ัวโมง และวัดพีเอชที่เปลี่ยนแปลงไปโดยใชพีเอชมิเตอร 

1.4.2   ผลของระยะเวลาในการเก็บเก่ียวเซลลตอการรอดชีวิตของโปรไบโอติก 
นํา L.  plantarum จาก glycerol stock ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสในอาหารเหลว 

MRS ที่มีการเติม L-cysteine-hydrochloride 0.05 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง แลวถายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในอาหาร
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เหลว MRS ปริมาตร 9 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการเจือจาง
ความเขมขนและถายเชื้อลงในอาหาร MRS ดัดแปลง ที่มีการใชแหลงคารบอน 2 เปอรเซ็นตจาก
สารสกัดถ่ัวเหลือง และมีปริมาณ Crude fiber 2 เปอรเซ็นต จากถั่วเขียวB (สวนตะกอนที่ละเอียด)  
ปรับพีเอชของอาหาร เปน 6.5 เพื่อใหไดเชื้อเร่ิมตน105  CFU/มล. ทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ทําการเก็บเกี่ยวเซลลที่ระยะ late log phase, mid stationary phase และ late stationary 
phase จากผลขอ  1.4.1 โดยเก็บตัวอยางปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดไมโครเซ็นติฟวก ขนาด 2 
มิลลิลิตร ทําการเหวี่ยงแยกตัวเซลลที่ 10000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ลาง
เซลลดวย โซเดียมคลอไรด 0.85 เปอรเซ็นตที่ปลอดเชื้อ 2 ครั้ง ตัวเซลลที่เก็บเกี่ยวไดถูกเจือจางดวย 
10 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตรของนมพรองมันเนยคืนรูป (reconstituted skim milk) ที่ผานการ
ฆาเชื้อ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทําการผสมใหเขากัน นับจํานวนเซลลกอนการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง 
แลวจึงเก็บตัวอยาง 0.5 มิลลิลิตรใสในหลอดไมโครเซ็นติฟวก ขนาด 2 มิลลิลิตร นําไปทําการแช
แข็งดวยไนโตรเจนเหลว แลวจึงนําไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง ทําการนับจํานวนเชื้อที่รอดชีวิตหลัง
การทําแหงแบบแชเยือกแข็ง (ภาคผนวก ข) คัดเลือกระยะเก็บเกี่ยวเซลลที่ใหผลการรอดชีวิตของ
โปรไบโอติกสูงสุดเพื่อใชในการทดลองตอไป 

1.5  ผลของสาร cryoprotectant ตอการรอดชีวิตของโปรไบโอติกในกระบวนการทําแหงแบบ
แชเยือกแข็ง (freeze-drying) 

นํา L.  plantarum จาก glycerol stock ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสในอาหารเหลว 
MRS ที่มีการเติม L-cysteine-hydrochloride 0.05 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง แลวถายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในอาหาร
เหลว MRS ปริมาตร 9 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการเจือจาง
ความเขมขนและถายเชื้อลงในอาหาร MRS ดัดแปลง ที่มีการใชแหลงคารบอน 2 เปอรเซ็นตจาก
สารสกัดถ่ัวเหลือง และมีปริมาณ Crude fiber 2 เปอรเซ็นต จากถั่วเขียวB (สวนตะกอนที่ละเอียด)  
ปรับพีเอชของอาหาร เปน 6.5 เพื่อใหไดเชื้อเร่ิมตน105  CFU/มล. ทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ทําการเก็บเกี่ยวเซลลที่ระยะ mid stationary phase (เล้ียงเชื้อ 24 ช่ัวโมง) โดยเก็บตัวอยาง
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดไมโครเซ็นติฟวก ขนาด 2 มิลลิลิตร ทําการเหวี่ยงแยกตัวเซลลที่ 
10,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ลางเซลลดวย โซเดียมคลอไรด 0.85 
เปอรเซ็นตที่ปลอดเชื้อ 2 คร้ัง ตัวเซลลที่เก็บเกี่ยวไดถูกเจือจางดวย 10 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอ
ปริมาตร ของสารละลาย cryoprotectant  ไดแก นมพรองมันเนย (reconstituted skim milk) ซูโครส 
Fructo-oligosacchrides (FOS) สารสกัดถั่วเหลือง, ไฟเบอรถ่ัวเหลือง, สารสกัดขาวโพด, ไฟเบอร
ขาวโพด, สารสกัดถ่ัวเขียว, ไฟเบอรถ่ัวเขียวA,B และ EPSs ที่ผานการฆาเชื้อ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
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ทําการผสมใหเขากัน นับจํานวนเซลลกอนการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง แลวจึงเก็บตัวอยาง 0.5 
มิลลิลิตรใสในหลอดไมโครเซ็นติฟวก ขนาด 2 มิลลิลิตร นําไปทําการแชแข็งดวยไนโตรเจนเหลว 
แลวจึงนําไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง ทําการนับจํานวนเชื้อที่รอดชีวิตหลังการทําแหงแบบแชเยือก
แข็ง เพื่อทําการคัดเลือกสาร cryoprotectant ที่ใหผลการรอดชีวิตของโปรไบโอติกสูงสุดเพื่อใชใน
การทดลองตอไป 

1.6  การรอดชีวิตของโปรไบโอติกท่ีผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็งในสภาวะที่เลียนแบบ
ทางเดินอาหารสวนตน 
1.6.1   การรอดชีวิตของโปรไบโอติกท่ีผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็งในสภาวะที่เปนกรด 

นํา L. plantarum ที่ผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็งดวยวิธีการที่เหมาะสมจากขอ 
2.5.5 และ เซลลอิสระของ L. plantarum (เล้ียงในอาหารที่ไมเติมสารสกัดจากถั่วเหลืองและไฟเบอร
จากถ่ัวเขียว) มาทดสอบการทนตอกรดโดยการเตรียมเซลลอิสระ ถายเชื้อจาก stock มา 0.1 
มิลลิลิตร ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS 10 มิลลิลิตร แลวบมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นถายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS 
จํานวน 9 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ดูดเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร
เหวี่ยงแยกเซลลที่ความเร็ว 10000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ลาง
เซลลดวย phosphate-buffered saline (PBS) 2 ครั้ง เตรียมเซลลซัสเพนชั่นของเซลลอิสระและเซลล
ที่ผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็งของ L. plantarum ดวย phosphate-buffered saline ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร ที่ผานการปรับพีเอชเปน 2, 3, 4 และ 5 ดวย 8 M HCl บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 0, 1, 2, 3 และ 4 ช่ัวโมง ตามลําดับ แลวหาจํานวนแบคทีเรียที่รอดชีวิตโดยวิธี spread plate 
บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MRS ที่มีการเติม bromocresal purple 0.02 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา  48 ช่ัวโมง นับจํานวนเชื้อที่เหลือรอด (นับโคโลนีที่เปล่ียนสีอาหาร MRS 
agar จากสีมวงเปนสีเหลือง) แลวคํานวณการรอดชีวิตของเชื้อที่ช่ัวโมงและพีเอชตางๆ  

1.6.2   การรอดชีวิตของโปรไบโอติกท่ีผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็งในสภาวะที่มี bile 
salt 
นํา L. plantarum ที่ผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง และ เซลลอิสระของ            

L. plantarum (เล้ียงในอาหารที่ไมเติมสารสกัดจากถั่วเหลืองและไฟเบอรจากถั่วเขียว) มาทดสอบ
การทนตอเกลือน้ําดีโดยการเตรียมเซลลอิสระ ถายเชื้อจาก stock มา 0.1 มิลลิลิตร ใสลงในอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว MRS 10 มิลลิลิตร แลวบมเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
จากนั้นถายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS จํานวน 9 มิลลิลิตร บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ดูดเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตรเหวี่ยงแยกเซลลที่



32 
 

ความเร็ว 10000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ลางเซลลดวย 
phosphate-buffered saline (PBS) 2 ครั้ง เตรียมเซลลซัสเพนชั่นของเซลลอิสระและเซลลที่ผานการ
ทําแหงแบบแชเยือกแข็งของ L. plantarum ดวย สารละลายเกลือน้ําดี ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0 และ 4 ช่ัวโมง ตามลําดับ แลว
หาจํานวนแบคทีเรียที่รอดชีวิตโดยวิธี spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MRS ที่มีการเติม 
bromocresal purple 0.02 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา  48 ช่ัวโมง นับ
จํานวนเชื้อที่เหลือรอด (นับโคโลนีที่เปลี่ยนสีอาหาร MRS agar จากสีมวงเปนสีเหลือง) แลว
คํานวณการรอดชีวิตของเชื้อที่ช่ัวโมงตางๆ  

1.7  ผลของอุณหภูมิและบรรจุภัณฑท่ีใชในการเก็บรักษาผลิตภัณฑโปรไบโอติกท่ีผานการทํา
แหงแบบแชเยือกแขง็ 

  นํา L.  plantarum จาก glycerol stock ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสในอาหารเหลว 
MRS ที่มีการเติม L-cysteine-hydrochloride 0.05 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง แลวถายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในอาหาร
เหลว MRS ปริมาตร 9 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการเจือจาง
ความเขมขนและถายเชื้อลงในอาหาร MRS ดัดแปลง ที่มีการใชแหลงคารบอน 2 เปอรเซ็นตจาก
สารสกัดถ่ัวเหลือง และมีปริมาณ Crude fiber 2 เปอรเซ็นต จากถั่วเขียวB (สวนตะกอนที่ละเอียด)  
ปรับพีเอชของอาหาร เปน 6.5 เพื่อใหไดเชื้อเร่ิมตน 105  CFU/มล. ทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ทําการเก็บเกี่ยวเซลลที่ระยะ mid stationary phase (เล้ียงเชื้อ 24 ช่ัวโมง) โดยเก็บตัวอยาง
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดไมโครเซ็นติฟวก ขนาด 2 มิลลิลิตร ทําการเหวี่ยงแยกตัวเซลลที่ 
10000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ลางเซลลดวย โซเดียมคลอไรด 0.85 
เปอรเซ็นตที่ปลอดเชื้อ 2 คร้ัง ตัวเซลลที่เก็บเกี่ยวไดถูกเจือจางดวย 10 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอ
ปริมาตร ของน้ําตาลซูโครสและสารสกัดจากขาวโพด (ผลิตภัณฑซินไบโอติก) นําไปแชแข็งดวย
ไนโตรเจนเหลว และทําแหงแบบแชเยือกแข็ง นําตัวอยางที่ผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็งซึ่งมี
ลักษณะแหงในหลอดไมโครเซ็นติฟวสขนาด 2 มิลลิลิตร มาทําการบรรจุในขวดแกวปดสนิทที่มี
การ flush N2 และสภาพสุญญากาศในถุงลามิเนตปดสนิท นําผลิตภัณฑไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 5 
องศาเซลเซียสและอุณหภูมิหอง เปนเวลา 8 สัปดาห ทําการเก็บตัวอยางเพื่อตรวจสอบการรอดชีวิต
โดยการนับจํานวนจุลินทรียดวยวิธีการ spread plate บนอาหารแข็ง MRS ที่มีการเติม bromocresal 
purple 0.02 เปอรเซ็นต (นับโคโลนีที่เปลี่ยนสีอาหาร MRS agar จากสีมวงเปนสีเหลือง) และหา
ปริมาณความชื้น ทุก 0, 2, 4, 6 และ 8 สัปดาห  
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1.8  การรอดชีวิตของโปรไบโอติกท่ีผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็งเม่ือนําไปใชในผลิตภัณฑ
เคร่ืองดื่มทางการคา 

การใชเชื้อ L. plantarum ที่ผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็งแลว เจือจางดวย
เครื่องดื่มทางการคา  คือ นมสดพาสเจอไรซ (ยี่หอเมจิ)  และน้ําสมพาสเจอไรซ (น้ําสมเขียวหวาน 
100 % ยี่หอสไมล) ไดปริมาณเชื้อ 108 CFU/กรัม หลังจากนั้นถายเชื้อ 10 % ปริมาตรตอปริมาตร ลง
ในเครื่องดื่มทางการคาที่บรรจุอยูในขวดแกวฝาปดสนิท ขนาด 9 มล. ทําการเก็บผลิตภัณฑที่
อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส โดยมีผลิตภัณฑเครื่องดื่มทางการคาที่ไมเติม L. plantarum ที่ผานการทํา
แหงแบบแชเยือกแข็ง เปนชุดควบคุม เก็บตัวอยางทุกสัปดาห จนครบ 6 สัปดาห เพื่อดูการรอดชีวิต
ของโปรไบโอติกโดยการนับจํานวนจุลินทรียดวยวิธีการ spread plate บนอาหารแข็ง MRS ที่มีการ
เติม bromocresal purple 0.02 เปอรเซ็นต (นับโคโลนีที่เปลี่ยนสีอาหาร MRS agar จากสีมวงเปนสี
เหลือง) และทําการวัดพีเอชของผลิตภัณฑ 

1.9  การวิเคราะหคาทางสถิต ิ

  ใชการประมวลผลโดยโปรแกรมทางสถิติ คือ โปรแกรม SPSS (Statistical 
Packages for the Social Science) โดยขอท่ี 1.2 ใชการออกแบบการทดลองแบบ 4×3 factorial มี 2 
ปจจัย คือ 

A คือ สายพันธุของจุลินทรีย (Lactobacillus plantarum TISTR 875, Lactobacillus 
acidophilus TISTR 1034, Bifidobacterium longum DSM 20215 และ Bifidobacterium bifidum 
DSM 20456   

B คือ อุณหภูมิที่ใชในการแชแข็ง (-20, -80 และ -196(ไนโตรเจนเหลว) องศา
เซลเซียส ) 

สวนขอที่ 1.3-1.8 วิเคราะหดวยการวิเคราะหความแปรปรวนแบบทางเดียว 
(Analysis of variance; One-way ANOVA) และใชการเปรียบเทียบเชิงซอนดวย Duncan’s New 
Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต ทุกการทดลองทําการทดลอง
ทั้งหมด 3 ซํ้า 

2. วัสดุและอุปกรณ  

2.1  ชนิดพืชท่ีนาํมาสกัดเสนใยอาหาร 
2.1.1  ถ่ัวเหลือง (Glycine max (L.) Merr) 
2.1.2  ขาวโพด (Zea mays L.) 

 2.1.3  ถ่ัวเขียว (Vigna radiate (L.) R.Wilczek)
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2.2  จุลินทรีย  
2.2.1  จุลินทรียโปรไบโอติก 

2.2.1.1  Lactobacillus plantarum TISTR 875 
2.2.1.2  Lactobacillus acidophilus TISTR 1034 
2.2.1.3  Bifidobacterium longum DSM 20215 
2.2.1.4  Bifidobacterium bifidum DSM 20456 

Lactobacillus plantarum และ Lactobacillus acidophilus ไดรับมาจากสถาบันวิจัย
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (MIRCEN) สวน Bifidobacteria bifidum และ 
Bifidobacterium longum  ไดรับมาจาก สถาบัน Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH (DSMZ) ประเทศเยอรมัน 

2.2.2  แบคทีเรียแลกติกท่ีผลิต EPS 
2.2.2.1  Weissella cibaria A2 
เปนแบคทีเรียแลกติกที่แยกมาจากทางเดินอาหารของหอยแมลงภู  

2.3  อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี  

ชื่อสารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อ                               บริษัทผูผลิต / เกรด/ประเทศ 
1. H2SO4

2. De Man Rogosa Sharpe (MRS) 
3. Tween 80  
4.  Nitrogen gas 
5.  NaCl      
6. 3,5-Dinitrosalicylic acid                                    
7. Phenol 
8. peptone water      
9. yeast extract     
10. K2HPO4        
11. KH2PO4   
12. MgSO4.7H20       
13. cysteine–HC1     
14. D-Glucose 
15. sucrose 

Merck/ analytical/ Germany       
Himedia / analytical/ India 
Ajex Finechem/ analytical/ Australia 
Com.Grade 98 เปอรเซ็นต 
Lab scan/ analytical/ Thailand 
Fruka/ Germany 
Fisher Scientific/ analytical/ England 
Merck/ Germany 
Himedia / analytical/ India 
Ajex Finechem/ analytical/ Australia 
Ajex Finechem/ analytical/ Australia 
Ajex Finechem/ analytical/ Australia 
Flucka/ Germany 
Ajex Finechem/ analytical/ Australia 
Ajex Finechem/ analytical/ Australia 
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2.3 อาหารเลี้ยงเชื้อ (ตอ) 
ชื่อสารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อ 
16. bromocresol purple 
17. skim milk powder 
18. Bile salt (Oxgall) 

 
บริษัทผูผลิต / เกรด/ประเทศ 
Ajex Finechem/ analytical/ Australia 
Fluka/ Analytical/ Switzerland  
Himedia/ India 

2.4  อุปกรณท่ีใชสําหรับการทดลอง 
อุปกรณ บริษัทผูผลิต/ประเทศ 
1. เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง รุน BP2100S 
2. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง รุน BP221S 
3. Vortex Mixer 
4. กลองจุลทรรศน 
5. ตูบมเชื้อ (Incubator) ยี่หอ Memmert รุน BE 500 
6. ตูถายเชื้อ (Biological Safety Cabinet) ยี่หอ Hotpack  
(รุน 527042, 41, 62, 61 class II type A) 
7. ตูอบแรงดันไอน้ํา (Autoclave) รุน SS-325 
8. ถาดบมเชื้อ 96 หลุม (Microtiter plat 96 flat bottom WI) 
9. Microplate reader รุน Powerwave X 
10. พีเอชมิเตอร (pH meter) รุน Metter Toledo 320 
11. ไมโครปเปต (ขนาด 10-100 ไมโครลิตร) 
12. ไมโครปเปต (ขนาด 1000ไมโครลิตร ) 
13. Multichanels pipet (ขนาด 20-200 ไมโครลิตร) 
14. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ รุน WB 14 
15. เครื่อง Freeze-dry 
16. เครื่องปดผนึกภาชนะยดืหยุนแบบสญุญากาศ 
17. ถุงอะลูมิเนียมฟอยลเคลือบ 3 ช้ัน (ไนลอน โพลิเอทิลีน 
และ ฟอยด) 

Satorius/ USA 
Satorius/ USA 
Labnet/ USA 
Nikon/ USA 
Schwabach/ Germany 
Scientific promotion/ Philadelphia 
 
Tomy/ Japan 
NUNCTM/ Denmark 
Biotek/ UK 
Mettier Toledo/ Thailand 
LabMate/ USA 
Gilson/ France 
Transferpette® -8/ Germany  
Memmert/ USA 
FTS system/ USA 
Henko/ Japan 
Thailand 
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บทที่ 3 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 

1.  การเตรียมสารสกัดท่ีมีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติก 

1.1  การเตรียมสารสกัดจากธัญพืช 
   จากการนําธัญพืช ถ่ัวเหลือง ถ่ัวเขียว และขาวโพดมาทําการสกัด แยกสวนใสซึ่ง
เปนสารสกัดธัญพืช (cereal extract) และสวนตะกอน (crude fiber) พบวาธัญพืชแตละชนิดจะให
เปอรเซ็นตผลไดของสารสกัดที่แตกตางกัน คือ ถ่ัวเหลืองมีเปอรเซ็นตผลได 25.28 เปอรเซ็นต ถ่ัว
เขียวและขาวโพดมีเปอรเซ็นตผลได 27.33 และ 18.69 เปอรเซ็นตตามลําดับ สวนตะกอน (crude 
fiber) มีเปอรเซ็นตผลได 62.01, 65.19 และ 23.06 เปอรเซ็นตตามลําดับ และเมื่อนําสารสกัดมา
วิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมด พบวา สารสกัดจากขาวโพดมีปริมาณน้ําตาลสูงสุดเทากับ 841.78 
มิลลิกรัมตอกรัม รองลงมาคือ ถ่ัวเขียวมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมด 268.04 มิลลิกรัมตอกรัม และถ่ัว
เหลืองมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมด 261.33 มิลลิกรัมตอกรัม ซ่ึงมีคาสูงกวาการทดลองของ โสภา บิล
ละโสย (2551) ซ่ึงทําการสกัดสารสกัดจากถั่วเหลือง และถั่วเขียว ดวยน้ํามีปริมาณน้ําตาลทั้งหมด
เทากับ 261.11 และ 152.93 มิลลิกรัมตอกรัม และพบวาสารสกัดจากถั่วเขียวมีปริมาณน้ําตาลสูงกวา
สารสกัดจากถั่วเหลืองนอกจากนี้มีการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ซ่ึงขาวโพดมีน้ําตาลรีดิวซมาก
ที่สุดเทากับ 154.85 มิลลิกรัมตอกรัม ในขณะที่ถ่ัวเหลืองและถ่ัวเขียวมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 73.7 
และ 68.71 มิลลิกรัมตอกรัม ตามลําดับ เมื่อนําคาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดลบกับคาปริมาณน้ําตาล
รีดิวซ จะบอกถึงสวนที่เปนคารโบไฮเดรตที่ไมใชน้ําตาลรีดิวซ ซ่ึงเปนสวนที่มีแนวโนมนาจะเปน
สารพรีไบโอติก คือไมถูกดูดซึมหากไมถูกยอยดวยกรดหรือเอนไซมกอน เห็นไดวา สารสกัดจาก
ขาวโพดมีปริมาณคารโบไฮเดรตที่ไมใชน้ําตาลรีดิวซสูงที่สุด รองลงมาคือสารสกัดถ่ัวเขียวและสาร
สกัดถ่ัวเหลือง โดยใหคารโบไฮเดรตที่ไมใชน้ําตาลรีดิวซเทากับ 686.93, 199.33 และ187.63 
มิลลิกรัมตอกรัม ตามลําดับ 
 1.2  การเตรียมสาร Exopolysaccharides (EPSs) จากแบคทีเรียแลกติก 
 จากการเลี้ยงแบคทีเรีย Weissella cibaria A2 ในอาหาร MRS ที่มีซูโครส 2 
เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน เปนเวลา 48 ช่ัวโมง เพื่อทําการสกัด EPSs พบวา EPSs ที่ไดมีปริมาณ
เปอรเซ็นตผลไดของ EPSs เทากับ 6.58 กรัมตอลิตร มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดและน้ําตาลรีดิวซ
เทากับ 588.92 และ 67.61 มิลลิกรัมตอกรัม ตามลําดับ ในขณะทีก่ารทดลองของ นันทินา เชิญทอง 
(2550) นั้นสกัด EPSs จาก Weissella cibaria A2 เชนกัน แตทําการลางตะกอน 2 คร้ัง มีปริมาณ
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ผลไดของ EPSs เทากับ 14 กรัมตอลิตร และในการทดลองของ วรารัตน วงศศภุชาติ (2551) ซ่ึง
ศึกษาการสกดั EPSs จาก Weissella confusa โดยใชอาหาร MRS ที่มีกลูโคส 40 กรัมตอลิตร เปน
แหลงคารบอน และ tryptone 10 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน พบวาสามารถผลิต EPSs ได 18 
กรัมตอลิตร นอกจากนีย้ังพบการสกัด EPSs จากแบคทีเรีย Lactobacillus sp. ซ่ึงแยกไดจากปลารา 
แลวนํามาเลีย้งในอาหาร Exopolysaccharide Selection Medium (ESM) ที่มีกาแลคโตส 7 
เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน พบวา EPSs ที่สกัดไดมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเทากับ 277.5 
มิลลิกรัมตอกรัม (จารุวรรณ ยุวเสถียร และตรีทิพพา เลาหประภานนท, 2541) จะเห็นไดวาปริมาณ
ของ EPSs ที่สกัดไดนั้นขึ้นอยูกับองคประกอบของอาหารที่ใชเล้ียงและสายพันธุของเชื้อดวย  

2.   ผลของสายพันธุและสภาวะในการแชแข็งตอการรอดชีวิตของโปรไบโอติกภายหลังการทําแหง   
แบบแชเยือกแข็ง (freeze-drying)  

    เมื่อนําโปรไบโอติก 4 สายพันธุ คือ Lactobacillus plantarum TISTR 875, 
Lactobacillus acidophilus TISTR 1034, Bifidobacterium longum DSM 20215 และ 
Bifidobacterium bifidum DSM 20456 เล้ียงในอาหาร MRS ที่มีการเติม L-cysteine-hydrochloride 
0.05 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร ในขวดฝาปดสนิทขนาด 10 มล. ที่มีการเติมกาซไนโตรเจนลง
ไปเพื่อสรางสภาวะไรอากาศ บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเก็บ
เกี่ยวตัวเซลลโดยการเหวี่ยงแยกที่ 8000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
แลวจึงทําการเตรียมเซลลกอนทําแหงแบบแชเยือกแข็ง โดยการเติม skim milk เปนสารปองกัน
เซลล แลวนํามาแชแข็งที่สภาวะตางกัน 3 สภาวะ คือ -20, -80 และ -196 (ไนโตรเจนเหลว) องศา
เซลเซียส แลวจึงนําไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง จาก Figure 3. พบวา L. acidophilus  มีการลดลง
ของเชื้อภายหลังการทําแหงแบบแชเยือกแข็งนอยที่สุดเมื่อทําการแชแข็งที่ -20 และ -80 องศา
เซลเซียส ซ่ึงมีการลดลง 0.32 และ 0.62  log CFU/มิลลิลิตร ตามลําดับ L. plantarum ที่ผานการแชง
แข็งดวยไนโตรเจนเหลว แลวนํามาทําแหงมีการลดลงของเซลลหลังการทําแหงนอยที่สุดคือ 0.18 
log CFU/มิลลิลิตร(จาก 9.74 เปน 9.56 log CFU/มิลลิลิตร) และไมมีความแตกตางกันทางสถิติกับ
การแชแข็งที่ -20 และ -80 องศาเซลเซียส  B. bifidum มีการลดลงของเซลลหลังการทําแหงนอย
ที่สุดเมื่อผานการแชแข็งดวยไนโตรเจนเหลว คือ 0.57 log CFU/มิลลิลิตร แตเมื่อแชแข็งที่ -80 องศา
เซลเซียส มีการลดลงของเชื้อถึง 1.37 log CFU/มิลลิลิตร ในขณะที่ B. longum ที่ผานการแชแข็งที่   
-20 องศาเซลเซียส มีการลดลงของเชื้อ 1.82 log CFU/มิลลิลิตร  
   จากผลการทดลองจะ เห็นได ว า  การแช แข็ ง เชื้ อก อนการทํ าแห งด ว ย
ไนโตรเจนเหลวสงผลให L. plantarum, B. bifidum และ B. longum มีการลดลงของเชื้อนอยที่สุด 
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สวนการแชแข็งที่     -20 และ -80 องศาเซลเซียส  ใหผลการลดลงของเชื้อท่ีไมแตกตางกันทางสถิติ 
เพราะวาการแชแข็งที่อุณหภูมิต่ํามากๆจะเกิดการแชแข็งแบบเร็ว ผลึกน้ําแข็งที่เกิดภายในเซลลมี
ขนาดเล็ก ในขณะที่การแชแข็งที่อุณหภูมิสูงจะเกิดการแชแข็งแบบชา ผลึกน้ําแข็งในเซลลมีขนาด
ใหญ เกิดผลกระทบตอเซลลไดมากกวา (Zhao และ Zhang, 2005)ในขณะที่ L. acidophilus ที่ผาน
การแชแข็งดวย -20 องศาเซลเซียสนั้น ใหผลการลดลงของเชื้อนอยที่สุด  
   เมื่อพิจารณาในสวนของสายพันธุก็จะพบวา L. acidophilus และ L. plantarum ที่
ผานการแชแข็งทั้ง 3 อุณหภูมิ มีการรอดชีวิตหลังการทําแหงดีกวา B. bifidum และ B. longum  
เนื่องจาก Bifidobacteria นั้นเปนสายพันธุที่สามารถทนตอสภาวะที่มีออกซิเจนไดนอยกวา 
Lactobacillus ซ่ึงระหวางกระบวนการทําแหงนั้นมีโอกาสที่เชื้อสัมผัสกับอากาศดวย ซ่ึงผลการ
ทดลองที่ไดมีความแตกตางกับผลการทดลองของ Capela และคณะ (2006) ซ่ึงศึกษาการรอดชีวิต
ของโปรไบโอติกสายพันธุ L. acidophilus และ B. longum ที่ทําการแชแข็งที่อุณหภูมิ -40 องศา
เซลเซียสแลวทําการ freeze-dry พบวา B. longum มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตสูงกวา L. acidophilus 
แตไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ซ่ึงการรอดชีวิตของโปรไบโอติกแตละสายพันธุตางกันนั้นขึ้นอยู
กับผนังเซลลและองคประกอบของเมมเบรน ของโปรไบโอติกแตละสายพันธุ (Carvalho et al., 
2004) ในการทดลองครั้งนี้ทําการคัดเลือกสายพันธุและวิธีการแชแข็งที่สงผลใหการรอดชีวิตของ
โปรไบโอติกหลังการทําแหงดีที่สุด จึงคัดเลือก L. plantarum ที่ผานการแชแข็งดวยไนโตรเจนเหลว
ใชในการทดลองตอไป 
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Figure 3.  Effect of freezing temperature on cell reduction of Lactobacillus plantarum TISTR 

875, Lactobacillus acidophilus  TISTR 1034, Bifidobacterium longum DSM 20215 
and Bifidobacterium bifidum DSM 20456  
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3.  ผลของสภาวะในการเลี้ยงโปรไบโอติกตอการรอดชีวิตภายหลังการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง 
(freeze-drying) 
3.1  ผลของแหลงคารบอนตอการรอดชีวิตของโปรไบโอติกภายหลังการทําแหงแบบแชเยือก

แข็ง 
 จากขอ 2. นํา L. plantarum TISTR 875 มาทําการเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มี

การใชแหลงคารบอน 2 เปอรเซ็นต (โดยการปรับปริมาณน้ําตาลทั้งหมดใหเทากับน้ําตาลกลูโคส 
1000 มิลลิกรัมตอกรัม) จากสารสกัดถ่ัวเหลือง, สารสกัดขาวโพด, สารสกัดถ่ัวเขียว Fructo-
oligosacchrides (FOS) น้ําตาลซูโครส น้ําตาลกลูโคส และไมมีการเติมแหลงคารบอน  ทําการเลี้ยง
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24  ช่ัวโมง เก็บตัวอยางเพื่อวัดการเจริญเติบโต พบวา ในชวง
ช่ัวโมงที่ 9 ลักษณะการเจริญแบงเปน 2 กลุม คือ กลุมแรกจะมีการเจริญสูงกวา อยูในชวง 8.80 – 
8.97 log CFU/มิลลิลิตร ไดแก L. plantarum ที่เล้ียงในอาหารที่มี กลูโคส, สารสกัดถ่ัวเหลือง และ
สารสกัดขาวโพด เปนแหลงคารบอน สวนกลุมที่สองมีการเจริญอยูในชวง 7.86 – 8.14 log CFU/
มิลลิลิตร คือ  L. plantarum ที่เล้ียงในอาหารที่มีแหลงคารบอนของ ซูโครส, สารสกัดถ่ัวเขียว, FOS 
และไมเติมแหลงคารบอน แตเห็นความแตกตางเมื่อเขาสูช่ัวโมงที่ 24  L. plantarum ที่เล้ียงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีน้ําตาลซูโครส เปนแหลงคารบอนใหผลการเจริญดีที่สุด สวนการเลี้ยงเชื้อ
โดยใชสารสกัดจากสารสกัดถ่ัวเหลือง, สารสกัดขาวโพด, สารสกัดถ่ัวเขียว, FOS, น้ําตาลกลูโคส 
และไมมีการเติมแหลงคารบอน โดยใหผลการเจริญที่ไมแตกตางกัน (Figure 4.) ซ่ึงสารสกัดจาก
ธัญพืชทั้งสามชนิดสามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของ L. plantarum ไดเชนเดียวกับการใช 
กลูโคสและซูโครสเปนแหลงคารบอน สอดคลองกับการทดลองของ โสภา บิลละโสย (2551) ซ่ึง
ศึกษาการเจริญเติบโตของ L. plantarum โดยใช สารสกัดเอทานอลจากถั่วเขียว เปนแหลงคารบอน 
สามารถสงเสริมการเจริญไดดี โดยมีการเพิ่มขึ้นของเชื้อในชั่วโมงที่ 24 เทากับ 2.94 log CFU/
มิลลิลิตร (จากเริ่มตน 4.94 เปน 7.88 log CFU/มิลลิลิตร) เมื่อเทียบกับการใชกลูโคสเปนแหลง
คารบอนซึ่งมีจํานวนเชื้อเพิ่มขึ้น 2.81 log CFU/มิลลิลิตร นอกจากนี้ยังมีการนําสารสกัดจากพืชอีก
หลายชนิดมาใชสงเสริมการเจริญของโปรไบโอติก เชน การใชสารสกัดจากพืชหัว เชน มันเทศสี
มวงเปลือกแดง มันฝร่ัง บีทรูท และมันเทศสีมวงเปลือกเหลือง ซ่ึงจะพบวาสารสกัดทั้ง 4 ชนิด
สามารถสงเสริมการเจริญของ L. plantarum ไดดีเชนกัน (นิรัญญา บุญติ้น, 2550) และจากการ
รายงานของ Sako และคณะ (1999) ทดสอบความสามารถของแบคทีเรีย ในการใช lactulose และ 
rafinose เปนแหลงคารบอน พบวาแบคทีเรีย Lactobacillus สามารถใช lactulose และ raffinose ได
ใกลเคียงกับกลูโคสซึ่งเปนกลุมควบคุม ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองที่สารสกัดจากถั่วซ่ึงเปนกลุมของ 
raffinose สามารถสงเสริมการเจริญของ L. plantarum ไดใกลเคียงกับการใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน 
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และการที่แบคทีเรียโปรไบโอติกแตละชนิดมีความสามารถในการใชสารที่มีคุณสมบัติเปนพรีไบ
โอติกไดไมเทากันนั้น เนื่องจากความหลากหลายในเรื่องของโครงสรางและการสรางเอนไซมขึ้นมา
ยอยโมเลกุลเหลานั้น ซ่ึงสารที่มีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติกมีองคประกอบและการเชื่อมตอกันระหวาง
พันธะภายในโมเลกุลตางกัน เชน ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด มีพันธะที่เช่ือมตอกันดวย Fruβ2-1Frun, 
และ Gluα1-2[βFru1-2]n , Raffinose จะตอกันดวย Galα1-6Glu1-2βFru และ lactosucrose จะตอกัน
ดวย Galβ1-4 Gluα1-4 Gluα1-2βFru เปนตน (Rastall and Gibson, 2002) ดังนั้นแบคทีเรียแตละสาย
พันธุจะตองสรางเอนไซมขึ้นมายอยสารเหลานี้เพื่อที่จะนําสารเหลานี้ไปใช ซ่ึงเอนไซมที่แบคทีเรียแต
ละสายพันธุผลิตขึ้นจะมีความจําเพาะตอสารแตละชนิดแตกตางกัน ขึ้นอยูกับสายพันธุจุลินทรีย ซ่ึง
พบวาแบคทีเรียกลุม Lactobacillus สามารถผลิตเอนไซม α-galactosidase, β-galactosidase, α-
glucosidase β-glucosidase และ α-mannosadase ขึ้นมาได (Papamanoli et al., 2003) 
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Figure 4.    Growth of  Lactobacillus plantarum TISTR 875 cultivated in MRS medium contained 
soybean extract, corn extract, mungbean extract, FOS, sucrose, glucose as carbon 
sources. 

 
เมื่อเล้ียงเชื้อครบ 24 ช่ัวโมง ทําการเก็บเกี่ยวเซลล มาทําแหงแบบแชเยือกแข็งโดย

ใช skim milk เปนสารปองกันการบาดเจ็บของเซลล พบวา การเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีสารสกัดจาก
ถ่ัวเหลือง สารสกัดจากขาวโพด และสารสกัดจากถั่วเขียว เปนแหลงคารบอน มีจํานวนการลดลง

ของเซลลหลังจากทําแหงแบบแชเยือกแข็งไมแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) โดยมีจํานวนเซลล
ลดลง 0.11, 0.15 และ 0.12 log CFU/มิลลิลิตร (Figure 5.) แตแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับ
จํานวนเซลลที่ลดลงเมื่อเล้ียงในอาหารที่มีแหลงคารบอนอีก 4 ชนิด คือ น้ําตาลกลูโคส  FOS น้ําตาล
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ซูโครส และการไมเติมแหลงคารบอน โดยมีการลดลง 0.26, 0.44, 0.54 และ 0.56 log CFU/
มิลลิลิตร ตามลําดับ โดยการที่ใชสารกลุมธัญพืชเปนแหลงคารบอนใหการรอดชีวิตหลังการทําแหง
ที่ดีกวา อาจเนื่องมาจากสารสกัดจากธัญพืชที่ใชมีการสกัดจากน้ําขั้นตอนเดียว ไมไดผาน
กระบวนการจนไดสารพรีไบโอติกที่บริสุทธ์ิ ดังนั้นในสารสกัดเหลานี้จึงมีองคประกอบอื่นเชน 
ไขมัน อยูอีกนอกจากน้ําตาลซึ่งใชในสวนของการเจริญเติบโต ซ่ึงองคประกอบเหลานั้นที่ยังไมถูก
ใชจึงมีสวนในการปองกันเซลลอีกชั้นหนึ่งจากสภาวะการทําแหง ในขณะที่การใชสารกลุมน้ําตาล
เปนแหลงคารบอนนั้นสารกลุมนี้จะถูกใชหมดไปในสวนของกระบวนการเจริญเติบโต จึงมีเพียง 
skim milk ที่เติมลงไปเทานั้นเปนสวนชวยปองกันเซลลจากการทําแหง ดังนั้นการใชสารสกัดจาก
ธัญพืชเปนแหลงคารบนอนนั้นมีสวนชวยในเรื่องของการรอดชีวิตจากการทําแหง โดยเมื่อคิดเปน
เปอรเซ็นตของการรอดชีวิตพบวา การใชสารสกัดจากถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอนนั้นให
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตสูงสุด คือ 98.72 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ค) จึงทําการคัดเลือกสารสกัดจาก
ถ่ัวเหลืองมาใชเปนแหลงคารบอน เพื่อนําไปใชในการทดลองตอไป 
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Figure 5.   Effect of freeze-drying on cell reduction of  Lactobacillus plantarum TISTR 875 in 

MRS medium contained soybean extract, corn extract, mungbean extract, FOS, 
sucrose glucose as carbon sources. 

 
3.2  ผลของ Crude fiber ตอการรอดชีวิตของโปรไบโอติกภายหลังจากการทําแหงแบบแชเยือก

แข็ง 
นํา L. plantarum TISTR 875 มาทําการเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีการใช

แหลงคารบอน 2 เปอรเซ็นต (โดยการปรับปริมาณน้ําตาลทั้งหมดใหเทากับน้ําตาลกลูโคส 1000 
มิลลิกรัมตอกรัม) จากสารสกัดถ่ัวเหลือง และมีปริมาณ Crude fiber 2 เปอรเซ็นต จาก ถ่ัวเหลือง 
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ขาวโพด ถ่ัวเขียวA(สวนตะกอนที่หยาบ) ถ่ัวเขียวB(สวนตะกอนที่ละเอียด) และ EPSs โดยมีชุดที่
ไมเติม Crude fiber 2 เปอรเซ็นต เปนชุดควบคุม ทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง โดยทําการเก็บตัวอยางเพื่อวัดการเจริญเติบโต พบวา ในชวง 21 ช่ัวโมง การเจริญของ L. 
plantarum ในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 6 ชนิด ไมมีความแตกตางกัน แตเมื่อเขาสูช่ัวโมงที่ 24 การเติม 
crude fiber ของถ่ัวเหลืองลงไปในอาหารสงผลให การเจริญเติบโตของ L. plantarum มีการเพิ่ม
จํานวนขึ้นของเซลล 4.6 log CFU/มิลลิลิตร ในขณะที่การไมเติม crude fiber มีการเพิ่มขึ้นของเซลล 
3.80 log CFU/มิลลิลิตร สวนที่เหลือนั้นไมมีความแตกตางกันกับการไมเติม crude fiber ดังแสดงใน 
Figure 6. 

4

5

6

7

8

9

10

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
time (h)

lo
g 

CF
U/

m
l 

no fiber soybean corn EPS mungbean mungbean B

 
Figure 6.    Growth of  Lactobacillus plantarum TISTR 875 cultivated in MRS medium contained 

soybean extract as carbon sources and crude fiber 2 % from soybean, corn, 
mungbean A , mungbean B and EPSs. 

  
เมื่อเล้ียงเชื้อครบ 24 ช่ัวโมง ทําการเก็บเกี่ยวเซลล มาทําแหงแบบแชเยือกแข็งโดยใชนม

พรองมันเนยเปนสารปองกันการบาดเจ็บ พบวา การลดลงของจํานวนเซลลหลังจากการทําแหงแบบ
แชเยือกแข็งใหผลแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยสามารถเรียงลําดับของ
จํานวนเซลลที่ลดลงจากนอยสุดไปหามากสุดได โดยเริ่มตนจาก การเติม crude fiber ของถ่ัวเขียว
ชนิดละเอียด (B), EPSs, ถ่ัวเขียวชนิดหยาบ (A), การไมเติม crude fiber, ถ่ัวเหลือง และขาวโพด 
โดยมีการลดลงของจํานวนเซลลหลังการทําแหง 0.25, 0.35, 0.44, 0.51, 0.72 และ 1.02 ตามลําดับ 
(Figure 7.) แตเมื่อคิดเปนเปอรเซ็นตการรอดชีวิตพบวา การเติม crude fiber ของถั่วเขียวชนิด
ละเอียดใหการรอดชีวิตสูงที่สุด 97.24 เปอรเซ็นต ซ่ึงการเติม crude fiber ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อนั้น
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เพื่อตองการใชประโยชนจากคุณสมบัติของความเปนรูพรุนของ crude fiber ชวยในการเปนตัวพยุง
และยึดเกาะของเซลล เพื่อปองกันการบาดเจ็บของเซลลจากสภาวะการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง แต
ประโยชนที่เกิดขึ้นนั้นขึ้นอยูกับลักษณะของ crude fiber แตละชนิดดวย (Michida et al., 2006) 
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Figure 7.      Effect of freeze-drying on cell reduction of  Lactobacillus plantarum TISTR 875 

grown in MRS medium containing 2 % soybean extract  and 2 % crude fiber from 
soybean, corn, mungbean A, mungbean B and EPSs. 

 
3.3  ผลของพีเอชตอการรอดชีวิตของโปรไบโอติกภายหลังจากการทําแหงแบบแชเยือก  แข็ง 

นํา L. plantarum TISTR 875 มาทําการเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีการใช
แหลงคารบอน 2 เปอรเซ็นต (โดยการปรับปริมาณน้ําตาลทั้งหมดใหเทากับน้ําตาลกลูโคส 1000 
มิลลิกรัมตอกรัม) จากสารสกัดถ่ัวเหลือง และมีปริมาณ Crude fiber 2 เปอรเซ็นต ถ่ัวเขียวB(สวน
ตะกอนที่ละเอียด) และปรับพีเอชของอาหารเปน 4, 5 และ 7 โดยชุดควบคุมเปนพีเอชของอาหาร 
MRS ปกติซ่ึงเทากับ 6.5 ทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง โดยทําการ
เก็บตัวอยางเพื่อวัดการเจริญเติบโต พบวา การเจริญเติบโตของ L. plantarum ในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 
4 ชนิด มีความแตกตางกัน จาก Figure 8. พบวา การเจริญเติบโตของ L. plantarum ที่เล้ียงในอาหาร
เล้ียงเชื้อพีเอช 4 ในชวง 3 ช่ัวโมงแรกใกลเคียงกับการเลี้ยงในอาหารอีก 3 ชนิด แตเห็นความ
แตกตางเมื่อช่ัวโมงที่ 6 ซ่ึงการเจริญเติบโตของ L. plantarum ที่เล้ียงในอาหารพีเอช 4 ต่ําสุด สวนที่
เหลือนั้นไมมีความแตกตางกัน จนครบ 24 ช่ัวโมง การเพิ่มขึ้นของเซลลก็ไมแตกตางกันทั้ง 4 ชนิด
อาหาร 
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Figure 8.         Effect of pH on growth of  Lactobacillus plantarum TISTR 875 grown in MRS 

medium containing 2 % soybean extract and 2 % mungbean B crude fiber. 
  

เมื่อเล้ียงเชื้อครบ 24 ช่ัวโมง ทําการเก็บเกี่ยวเซลล มาทําแหงแบบแชเยือกแข็งโดย
ใชนมพรองมันเนยเปนสารปองกันการบาดเจ็บ พบวา การเลี้ยงเช้ือในอาหารที่มีสารสกัดจากถั่ว
เหลือง เปนแหลงคารบอน และมีการเติม crude fiber 2 เปอรเซ็นตของถ่ัวเขียวในสวนที่ละเอียดและ
ใชพีเอชอาหารควบคุม (6.5) มีการลดลงของจํานวนเซลลหลังจากการทําแหงแบบแชเยือกแข็งนอย
ที่สุด 0.40 log CFU/มิลลิลิตร ถัดมาคือการเลี้ยงเชื้อในอาหารพีเอช 7, 5 และ 4 ตามลําดับ ซ่ึงมีการ
ลดลงของเซลลหลังการทําแหง 1.03, 1.21 และ 1.78 log CFU/มิลลิลิตร ตามลําดับ (Figure 9.) ซ่ึงมี
ความแตกตางกันทางสถิติ (P<0.05) ซ่ึงการเลี้ยง L. plantarum ในอาหารพีเอช 6.5 แลวทําการเก็บ
เกี่ยวเซลลเมื่อเวลา 24 ช่ัวโมงนั้นเปนชวงที่เชื้อเขาสูระยะที่เหมาะสมตอการเก็บเกี่ยวเซลล เปนชวง
ที่เชื้อมีความคงตัว และแข็งแรง ทนตอการเปลี่ยนแปลงของสภาวะแวดลอมภายนอก ในขณะที่การ
เล่ียงเชื้อในอาหารพีเอช 4 ชวงที่ทําการเก็บเกี่ยวเซลลนั้นยังอยูในชวงที่เชื้อยังมีการเจริญอยางเต็มที่ 
ยังไมมีความคงตัวที่จะทนตอสภาวะการเปลี่ยนแปลงของสิ่งแวดลอมภายนอก สงผลใหเมื่อนํามา
ทําแหงจึงมีการรอดชีวิตที่นอยกวา ซ่ึงในการทดลองของ Palmfeldt และ Hahn-Hagerdal (2000) 
ศึกษาผลของพีเอชตอการรอดชีวิตของ Lactobacillus reuteri ภายหลังจากการทําแหงแบบแชเยือก
แข็ง โดยทําการเลี้ยงเชื้อที่พีเอช 5 และ 6 มีอัตราการเจริญของเชื้อเทากับ 0.67 และ 0.72 ตามลําดับ 
โดยที่พีเอช 6 การเจริญเขาสูชวง stationary phase หลังจาก 10 ช่ัวโมง แตพีเอช 5 12 ช่ัวโมง และ
เมื่อเก็บเกี่ยวเซลลไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง พบวาเชื้อท่ีเลี้ยงในอาหารพีเอช 5 ใหการรอดชีวิต 80 
เปอรเซ็นต ในขณะที่เชื้อที่เล้ียงในอาหารพีเอช 6 มีอัตราการรอดชีวิตหลังการทําแหง ประมาณ 50 
เปอรเซ็นต โดยระยะเวลาเก็บเกี่ยวในชวง stationary phase ไมมีผลตออัตราการรอดชีวิต และมีการ
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กลาวไววาภาวะอดอยากสงผลตอการปกปองเซลลจากสภาวะตึงเครียด (Hartke et al., 1994) และ
สภาวะตึงเครียดมักจะชักนํามาจากพีเอชที่ต่ําและการใชหมดของคารโบไฮเดรต ซ่ึงจากการทดลอง
ดังกลาวไมสอดคลองกับการทดลองนี้ อาจเนื่องมาจากสายพันธุของเชื้อท่ีตางกัน ซ่ึงมีผลตอการอด
ชีวิตของเชื้อภายหลังจากการทําแหงดังที่กลาวมาแลวขางตน ในการทดลองจึงทําการคัดเลือกอาหาร
เล้ียงเชื้อที่มีการปรับพีเอชเปน 6.5 เพื่อใชเล้ียงเชื้อในการดําเนินการทดลองตอไป   
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   Figure 9.       Effect of freeze-drying on cell reduction of  Lactobacillus plantarum TISTR 875 

grown  in MRS medium containing 2 % soybean extract and 2 % mungbean B 
crude fiber at pH 4, 5, 6.5 and 7. 

 
3.4  ผลของอุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อตอการรอดชีวิตของโปรไบโอติกภายหลังการทําแหงแบบ

แชเยือกแข็ง 
นํา L. plantarum TISTR 875 มาทําการเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีการใช

แหลงคารบอน 2 เปอรเซ็นต (โดยการปรับปริมาณน้ําตาลทั้งหมดใหเทากับน้ําตาลกลูโคส 1000 
มิลลิกรัมตอกรัม) จากสารสกัดถ่ัวเหลือง และมีปริมาณ Crude fiber 2 เปอรเซ็นต ถ่ัวเขียวB(สวน
ตะกอนที่ละเอียด) และปรับพีเอชของอาหารเปน 6.5 ทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 45 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง โดยทําการเก็บตัวอยางเพื่อวัดการเจริญเติบโต พบวา หลังจากชั่วโมง
ที่ 6 มีการเปลี่ยนแปลงที่ชัดเจนของการเจริญเติบโตจนกระทั่งถึงชั่วโมงที่ 24 จาก Figure 10. พบวา
การเลี้ยงเช้ือที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสมีการเจริญดีที่สุด รองลงมาคือที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ซ่ึงผานไป 24 ช่ัวโมงยังไมเขาสูสภาวะคงที่ของเชื้อ ในขณะที่การเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซียสนั้นมีการเจริญของเชื้อต่ําที่สุด โดยพบวาการเพาะเลี้ยงของเชื้อแตละชนิดจะไม
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เหมือนกันขึ้นอยูกับชนิดของสายพันธุ  จุลินทรียบางชนิดสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูง  พบวา 
Lactobacillus  มีชวงอุณหภูมิในการเจริญ 2-53 องศาเซลเซียส แตอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญ
อยูระหวาง 30-40 องศาเซลเซียส 
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Figure 10.      Effect of temperature on growth of  Lactobacillus plantarum TISTR 875 cultivated 

in MRS medium containing 2 % soybean extract , 2 % mungbean B crude fiber , 

pH 6.5 and incubated at 30, 37 and 45°C.   
 

เมื่อเล้ียงเชื้อครบ 24 ช่ัวโมง ทําการเก็บเกี่ยวเซลล มาทําแหงแบบแชเยือกแข็งโดย
ใชนมพรองมันเนยเปนสารปองกันการบาดเจ็บ พบวา การเลี้ยงเช้ือในอาหารที่มีสารสกัดจากถั่ว
เหลือง เปนแหลงคารบอน และมีการเติม crude fiber 2 เปอรเซ็นตของถ่ัวเขียวในสวนที่ละเอียดและ
ใชพีเอชอาหารเปน 6.5 เมื่อเล้ียงที่อุณหภูมิ 30 และ 37 องศาเซลเซียสใหการรอดชีวิตของ L. 

plantarum TISTR 875 ที่ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) โดยมีการลดลงของ
เซลลภายหลังจากการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง 0.51 และ 0.44 log CFU/มิลลิลิตร ตามลําดับ (Figure 
11.) สวนการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสมีการลดลงของเซลลหลังจากการทําแหงมากที่สุด 
1.09  log CFU/มิลลิลิตร ซ่ึงการเลี้ยงที่อุณหภูมิที่ 45 องศาเซลเซียสนั้นไมเหมาะสมตอการเจริญของ 
L. plantarum แมจะมีคํากลาวที่วาภาวะอดอยาก หรือภาวะตึงเครียดสงผลตอการปกปองเซลลก็ตาม 
แตเนื่องจากทําการเก็บเกี่ยวเซลลแค 24 ช่ัวโมง ซ่ึงการเจริญของเซลลต่ําสงผลตอการรอดชีวิตหลัง
การทําแหงเชนกัน มีการศึกษาของ Schoug และคณะ (2007) พบวาการเจริญที่เหมาะสมของกลุม 
lactobacillus มีพีเอชที่เหมาะสมอยูระหวาง 5.4 และ 5.8 สวนอุณหภูมิที่เหมาะสมอยูระหวาง 30 
และ 40 องศาเซลเซียส และเมื่อผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง มีอัตราการรอดชีวิตประมาณ 67 
เปอรเซ็นต ซ่ึงสอดคลองกับหลายการทดลองที่ทําแหงแบบแชเยือกแข็งแบคทีเรียแลคติก ในการ
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ทดลองนี้ทําการคัดเลือกอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในการวางเลี้ยงเชื้อเนื่องจากใหอัตราการรอด
ชีวิตของ L. plantarum TISTR 875 สูงที่สุด 94.77 เปอรเซ็นต และสงเสริมการเจริญของเชื้อไดดี
ที่สุดดวย ไปใชในการทดลองตอไป  

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

30 °C 37 °C 45 °C

lo
g 

C
FU

/m
l o

f c
el

l r
ed

uc
tio

n

a

b

a

 
Figure 11.     Effect of freeze-drying on cell reduction of  Lactobacillus plantarum TISTR 875 

grown at 30, 37 and 45°C in MRS medium containing 2 % soybean extract, 2 % 
mungbean B crude fiber  and pH 6.5.  

4,  ผลของระยะเวลาในการเก็บเก่ียวเซลลตอการรอดชีวิตของโปรไบโอติกในกระบวนการทําแหง
แบบแชเยือกแข็ง (freeze-drying) 

4.1  ศึกษาการเจริญของโปรไบโอติกในสภาวะที่เหมาะสม 
Lactobacillus plantarum TISTR 875 ที่เล้ียงในอาหาร MRS ดัดแปลง มีการใช

แหลงคารบอน 2 เปอรเซ็นตจากสารสกัดถ่ัวเหลือง เติม crude fiber ของถ่ัวเขียว(ตะกอนละเอียด) 2 
เปอรเซ็นต ปรับพีเอชของอาหารเปน 6.5 ทําการวางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 
ช่ัวโมง ทําการเก็บตัวอยางเพื่อดูการเจริญเติบโต โดยการนับจํานวนจุลินทรียและการวัดพีเอชที่
ลดลง ที่เวลา 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, 48 และ 72 ช่ัวโมง  ดังแสดงใน Figure 12.  
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Figure 12.    Change of pH ( ) and Growth ( ) of  Lactobacillus plantarum TISTR 875 

cultivated in MRS medium containing 2 % soybean extract, 2 % mungbean B 

crude fiber  and pH 6.5 at 37°C.  
 

จากภาพพบวาเชื้อจะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วใน 9 ช่ัวโมงแรกและจะคอยๆคงที่เมื่อเขา
สูช่ัวโมงที่ 12 จนถึงชั่วโมงที่ 36 โดยมีจํานวนเชื้อสูงสุดอยูที่ 9.04 log CFU/มิลลิลิตร ในชั่วโมงที่ 
18 และจะลดลงในชั่วโมงที่ 48 จนถึงชั่วโมงที่ 72 ซ่ึงมีจํานวนเซลล 8.28 log CFU/มิลลิลิตร 
ในขณะที่พีเอชของอาหารเริ่มตน 6.5 จะคอยๆลดลงและคงที่เมื่อเขาสูช่ัวโมงที่ 12 ซ่ึงมีพีเอช 5.66 
จนกระทั่งชั่วโมงที่ 72 มีคาพีเอชเทากับ 5.69  จากการทดลองทําใหทราบระยะ log phase คือ 
ช่ัวโมงที่ 0 - 9 stationary phase ช่ัวโมงที่ 12 - 36 และ death phase คือ ช่ัวโมงที่ 48 - 72 ในการ
ทดลองตอไปนั้นตองการเก็บเกี่ยวเซลลที่ระยะ late log phase คือ ช่ัวโมงที่ 9 mid stationary phase 
คือ ช่ัวโมงที่ 24 และ late stationary phase คือ ช่ัวโมงที่ 36 

4.2  ผลของระยะเวลาในการเจริญตอการรอดชีวิตของโปรไบโอติกภายหลังการทําแหงแบบแช
เยือกแข็ง 

ทําการเลี้ยง Lactobacillus plantarum TISTR 875 ในอาหาร MRS ดัดแปลง มีการ
ใชแหลงคารบอน 2 เปอรเซ็นตจากสารสกัดถ่ัวเหลือง เติม crude fiber ของถ่ัวเขียว(ตะกอนละเอียด) 
2 เปอรเซ็นต ปรับพีเอชของอาหารเปน 6.5 ทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นทํา
การเก็บเกี่ยวเซลลที่ระยะ late log phase, mid stationary phase และ late stationary phase ซ่ึงก็คือ 
ช่ัวโมงที่ 9, 24 และ 36 ตามลําดับ แลวนําไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง พบวา การลดลงของจํานวน
เซลล ของทั้ง 3 ระยะที่ทําการเก็บเกี่ยวไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) คือ 0.19, 0.16 และ 
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0.18 log CFU/มิลิลิตร ตามลําดับ ดังแสดงใน Figure 13. นั่นหมายถึงระยะเก็บเกี่ยวไมมีผลตอการ
รอดชีวิตหลังการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง แตในการทดลองที่ผานมาของ Corcoran และคณะ 
(2004) พบวาที่ระยะ stationary phase เชื้อ Lactobacillus rhamnosus มีการรอดชีวิตหลังการทําแหง 
31-50 เปอรเซ็นต แตที่ระยะ log phase มีการรอดชีวิต 14 เปอรเซ็นต และที่ระยะ lag phase เซลล
รอดชีวิตนอยที่สุด 2 เปอรเซ็นต ซ่ึงใหผลที่สอดคลองกับ Mary และคณะ (1986) ซ่ึงพบวา Rhizobia 
มีการรอดชีวิตสูงสุดที่ระยะ stationary phase และมีการรอดชีวิตของ Sinorhizobium และ 
Bradyrhizobium ที่เก็บตัวอยางจากระยะ stationary phase มาทําแหง มีการรอดชีวิตสูงกวาตัวอยางที่
เก็บจากระยะ log phase (Boumahdi et al., 1999) โดยอาจกลาวไดวาระยะที่เหมาะสมตอการรอด
ชีวิตระหวางการทําแหงขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรีย เมื่อพิจารณาในสวนของอัตราการรอดชีวิต
พบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ โดยมีอัตราการรอดชีวิต เทากับ 97.84, 98.17 และ 98.05 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ แตในการทดลองนี้ทําการเลือกเก็บเกี่ยวเซลลที่ระยะ mid stationary phase 
คือที่ช่ัวโมงที่ 24 ซ่ึงใหการเจริญของเชื้อสูงกวาในระยะอื่นโดยมีจํานวนเซลลอยูที่ 8.99 log CFU/
มิลลิลิตร ในขณะที่ระยะ late log phase และ late stationary phase มีจํานวนเซลล เทากับ 8.40 และ 
8.93 log CFU/มิลลิลิตร ตามลําดับ และในระยะ mid stationary phase เปนชวงที่เชื้อมีความคงตัง 
สามารถทนตอสภาวะการเปลี่ยนแปลงของสภาวะแวดลอมภายนอก ในขณะที่อีกสองระยะการ
เจริญนั้น อยูในชวงของการเปลี่ยนแปลงเขาสูระยะใหม สภาวะแวดลอมภายนอกจึงมีผลกระทบตอ
เซลลดวย 
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Figure 13.    Effect of cell harvested at late log phase, mid stationary phase and late stationary 

phase on the reduction of Lactobacillus plantarum TISTR 875 grown in MRS 
medium containing 2 % soybean extract and 2 % mungbean B crude fiber, pH 6.5 

at 37°C after freeze-dry.   
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5.  ผลของสาร cryoprotectant ตอการรอดชีวิตของโปรไบโอติกในกระบวนการทําแหงแบบแช
เยือกแข็ง (freeze-drying) 

ทําการเลี้ยง Lactobacillus plantarum TISTR 875 ในอาหาร MRS ดัดแปลง มีการ
ใชแหลงคารบอน 2 เปอรเซ็นตจากสารสกัดถ่ัวเหลือง เติม crude fiber ของถ่ัวเขียว(ตะกอนละเอียด) 
2 เปอรเซ็นต ปรับพีเอชของอาหารเปน 6.5 ทําการวางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง (ระยะ mid stationary phase) เก็บเกี่ยวเซลล ทําการเจือจางดวย 10 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอ
ปริมาตรของสารละลาย cryoprotectant  ดังนี้ นมพรองมันเนย (skim milk), ซูโครส, Fructo-
oligosacchrides (FOS), สารสกัดถ่ัวเหลือง, crude fiber ถ่ัวเหลือง, สารสกัดขาวโพด, crude fiber 
ขาวโพด, สารสกัดถ่ัวเขียว, crude fiber ถ่ัวเขียว A,B และ EPSs แชแข็งดวยไนโตรเจนเหลว แลว
นําเขาสูกระบวนการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง พบวา การลดลงของจํานวนเซลลของการใชสาร 
cryoprotectant แตละชนิด หลังจากการทําแหงแบบแชเยือกแข็งนั้นมีความแตกตางกันทางสถิติ 
(P<0.05) โดยการใชซูโครส 10 เปอรเซ็นต เปนสาร cryoprotectant นั้นมีการลดลงของเซลลหลังทํา
แหงนอยที่สุด 0.19 log CFU/มิลลิลิตร รองลงมา คือ สารสกัดจากขาวโพด และ skim milk ซ่ึงเปน
สาร cryoprotectant ที่ใชในการทั้งลองกอนหนานี้ มีการลดลงของเซลล 0.26 และ 0.34 log CFU/
มิลลิลิตร ในขณะที่การใช crude fiber ของถ่ัวเหลืองเปนสาร cryoprotectant มีการลดลงของเซลล
หลังการทําแหงมากที่สุด 1.48 log CFU/มิลลิลิตร ดังใน Figure 14. ซ่ึงเห็นไดวาการใชสวนของสาร
สกัดซ่ึงจะมีลักษณะที่ละลายเปนเนื้อเดียวกันนั้นมีการลดลงของเซลลหลังการทําแหงนอยกวาการ
ใชในสวนของ crude fiber เปนสาร cryoprotectant ถึงแมวา crude fiber นั้นจะมีประโยชนในสวน
ขององคประกอบที่เปนรูพรุนก็ตาม และเมื่อเทียบระหวางการนําสวนของสารสกัดและcrude fiber 
มาใชเปน cryoprotectant เทียบกับการใชสาร cryoprotectant ที่ใชกันทั่วไปคือ น้ําตาลซูโครส และ 
skim milk พบวา ซูโครส นั้นเสริมการรอดชีวิตของเชื้อหลังการทําแหงไดดีกวา ในขณะที่ สารสกัด
จากขาวโพด สามารถสงเสริมการรอดชีวิตไดดีกวาการใช skim milk ดังนั้นการใชสารสกัดและ 
crude fiber จากธัญพืชบางชนิด จึงเหมาะสําหรับการเติมลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อชวยในเรื่อง
ของการเจริญเติบโตและการเปนตัวพยุงและยึดเกาะของเซลลในระหวางการเลี้ยง  
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Figure 14.      Effect of cryoprotectants on cell reduction of  Lactobacillus plantarum TISTR 875 

grown in MRS medium containing 2 % soybean extract, 2 % mungbean B crude 

fiber, pH 6.5 at 37°C and harveated at mid stationary phase after freeze-dry.   
 

สาร cryoprotectant ก็มีดวยกันหลายชนิด ที่นิยมใชไดแก นมพรองมันเนยคืนรูป 
(reconstituted skim milk)  ซูโครส เปนตน ซ่ึงการเลือกใชวัสดุหรือตัวกลางเพื่อปองกันจุลินทรีย
อยางเหมาะสมจะทําใหโปรไบโอติกมีอัตราการรอดชีวิตที่สูง Saarela และคณะ (2006) ที่ศึกษาการ
ทําแหงแบบแชเยือกแข็งเชื้อ Lactobacillus rhamnosus E800 และ Lactobacillus rhamnosus E522 
โดยใชไฟเบอรของแอปเปล  ขาวโอตที่มีสวนประกอบของ β-glucan 10 และ 20 เปอรเซ็นตเปน
องคประกอบ wheat dextrin, polydextrose และ อินนูลิน เปนสาร cryoprotectant ในการทําแหง
แบบแชเยือกแข็ง เปรียบเทียบกับการใช ซูโครสเปน cryoprotectant พบวา Lactobacillus 
rhamnosus ทั้งสองสายพันธุใหผลการรอดชีวิตที่ใกลเคียงกัน โดยการใช cryoprotectant ที่เปน
wheat dextrin และ polydextrose มีอัตราการรอดชีวิตใกลเคียงกับการใชซูโครสเปน cryoprotectant 
แตสูงกวาการใชพรีไบโอติกชนิดอื่นเปน cryoprotectant หลังจากผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง 

นอกจากนี้ในรายงานของ Otero และคณะ (2007) ที่พบวาการใช skim milk 6 
เปอรเซ็นต รวมกับซูโครส 6 เปอรเซ็นตเปนสาร cryoprotectant จะทําใหเชื้อ Lactobacillus 
delbrueckii subsp. delbrueckii มีปริมาณลดลงหลังการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง 2 log CFU ตอ
มิลลิลิตร และนอยกวาการใชน้ําเปนสารตัวกลางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น  95 
เปอรเซ็นต ซ่ึงมีปริมาณเชื้อลดลง 9 log CFU ตอมิลลิลิตร แตไมจําเปนวานมผงพรองมันเนยจะ
เหมาะสมสําหรับเชื้อทุกชนิด เชนจากการทดลองของ Costa (2000) ที่ทําแหงเชื้อ Pantoea 
agglomerans CPA-2 ดวยวิธีการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง และใชสารตัวกลางตาง ๆ ในการทําแหง 
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พบวา น้ําตาลพวกไดแซคคารไรดใหอัตราการรอดชีวิตของเชื้อ Pantoea agglomerans CPA-2 สูง
ที่สุดมากกวา 60.00 เปอรเซ็นต ในขณะที่การใชนมผงพรองมันเนยใหอัตราการรอดชีวิตที่ 15.00 
เปอรเซ็นตเทานั้น เชนเดียวกับในการทดลองนี้ที่การใชซูโครสและสารสกัดจากขาวโพดเปนสาร 
cryoprotectant มีอัตราการรอดชีวิตหลังการทําแหงแบบแชเยือกแข็งดีกวาการใช skim milk ซ่ึงเห็น
ไดจากลักษณะการเคลือบของสาร cryoprotectant ทั้ง 2 ชนิด หลังจากการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง 
Figure 15. แสดงภาพถายจากกลอง SEM ของเชื้อ L. plantarum ที่ใชซูโครส skim milk และสาร
สกัดจากขาวโพดเปนสาร cryoprotectant พบวา สารละลายซูโครส และสารสกัดจากขาวโพด จะ
เคลือบตัวเซลลทั้งหมดไวเปนกลุมกอนเหมือนกัน โดยตัวเซลลจะยึดติดและฝงตัวกับอนุภาคและรู
พรุนของสารที่เติมลงไป ในขณะที่การใช skim milk มีการกระจายของเซลลอยูทั่วไปในรูปแบบ
แขวนลอยและบางสวนฝงตัวกับผลึกของ skim milk ที่จับตัวกันเมื่อผานการทําแหงแบบแชเยือก
แข็ง จึงเปนเหตุใหซูโครสและสารสกัดจากขาวโพดเปน cryoprotectent ที่ดีกวาสําหรับการทดลอง
นี้ เนื่องจากมีราคาที่ถูกกวาและใหการรอดชีวิตที่ดีกวาดวย  สวนนมผงพรองมันเนยซึ่งชวยใหเชื้อมี
การรอดชีวิตที่ดีรองลงมาจากการใชสารสกัดจากขาวโพด เนื่องจากนมผงพรองมันเนยเปนโปรตีน
ที่สามารถไปเคลือบปกปองบริเวณผนังเซลลได และนอกจากนั้นมีคุณสมบัติที่ชวยปองกันผนัง
เซลลไมใหเกิดการเสียหายในระหวางการทําแหง โดยจะชวยใหการเกิดผลึกน้ําแข็งขนาดเล็ก 
(Carvalho et al, 2004) ในการทดลองนี้จะเลือกใชสารสกัดจากขาวโพดเปนสาร cryoprotectant 
เนื่องจากสามารถสงเสริมการรอดชีวิตไดดีรองจากน้ําตาลซูโครส และการใชสารสกัดจากขาวโพด
เปน cryoprotectant นั้นเพื่อเปนผลิตภัณฑซินไบโอติกดวย   

 
                                       A         B 
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Figure 15.   Scanning electron micrograph (SEM) of Lactobacillus plantarum after freeze-drying 

with sucrose (A) skim milk (B) and corn extract (C) as cryoprotectants. 

6.  การรอดชีวิตของโปรไบโอติกท่ีผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็งในสภาวะที่เลียนแบบทางเดิน
อาหารสวนตน 

6.1  การรอดชีวิตของโปรไบโอติกท่ีผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็งในสภาวะที่เปนกรด 
นํา  L. plantarum TISTR 875 ที่ผานการทําแหง (มีการเลี้ยงในอาหารที่สารสกัด

จากถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอน เติม crude fiber จากถั่วเขียวตะกอนละเอียด พีเอช 6.5 เล้ียงที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เก็บเกี่ยวเซลลที่เวลา 24 ช่ัวโมง และทําแหงแบบแชเยือกแข็งโดยใช
น้ําตาลซูโครสและสารสกัดจากขาวโพดเปนสาร cryoprotectant) ละลายลงในหลอดทดลองที่มี
สารละลาย Phosphate buffer saline ที่มี pH เทากับ 2, 3, 4 และ 5 (โดยใช 8 M HCl) โดยใชเชื้อ      
L. plantarum TISTR 875 ที่ไมผานการทําแหงมาเปรียบเทียบ (เล้ียงในอาหาร MRS ปกติที่ไมมีการ
เติมสารสกัดและcrude fiber จากธัญพืช) จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยาง
ที่เวลา 0, 1, 2, 3 และ 4 ช่ัวโมง เพื่อนับจํานวนเซลลโปรไบโอติกที่รอดชีวิต  พบวา L. plantarum 
ทั้งที่ผานและไมผานการทําแหงมีการรอดชีวิตที่ลดลงอยางรวดเร็วที่พีเอช 2 (Figure 16.) โดยการ
ใชน้ําตาลซูโครสเปนสาร cryoprotectant จากเริ่มตนเซลลที่ผานการทําแหง 7.03 log CFU/ 
มิลลิลิตร เมื่อเวลาผานไป 1 ช่ัวโมง เซลลลดลงเหลือ 3.21 log CFU/มิลลิลิตร และเมื่อครบ 4 ช่ัวโมง 
เซลลลดลงเหลือ 1.12 log CFU/มิลลิลิตร ในขณะที่เซลลอิสระนั้นมีเซลลเริ่มตน 6.90 log CFU/
มิลลิลิตร เมื่อเวลาผานไป 4 ช่ัวโมงนั้น ไมพบจํานวนเซลลที่เหลือรอดชีวิตเลย (Figure 16A.) ซ่ึง
ใหผลการทดลองที่ไมแตกตางกันกับการใชสารสกัดจากขาวโพดเปนสาร cryoprotectant ซ่ึง พบวา 
เซลลเร่ิมตนที่ผานการทําแหง 7.90 log CFU/มิลลิลิตร เมื่อเวลาผานไป 1 ช่ัวโมง เซลลลดลงเหลือ 
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3.54 log CFU/   มิลลิลิตร และเมื่อครบ 4 ช่ัวโมง เซลลลดลงเหลือ 2.12 log CFU/มิลลิลิตร ในขณะ
ที่เซลลอิสระนั้นมีเซลลเร่ิมตน 7.83 log CFU/มิลลิลิตร เมื่อเวลาผานไป 4 ช่ัวโมงนั้น ไมพบจํานวน
เซลลที่เหลือรอดชีวิตเลย สวนในสภาวะของพีเอช 3, 4 และ 5 นั้น เซลลทั้งแบบที่ผานการทําแหง
และเซลลอิสระนั้นไมมีการลดลงของเซลลเมื่อเวลาผานไป 4 ช่ัวโมง นั่นแสดงใหเห็นวาการเติม
สารสกัดถ่ัวเหลือง และ crude fiber จากถั่วเขียวตะกอนละเอียดลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ และใชสาร
สกัดจากขาวโพดเปนสาร cryoprotectant แลวนําไปทําแหงชวยเสริมใหมีการรอดชีวิตของเชื้อเมื่อ
อยูในสภาวะที่เปนกรดไดดีกวาเซลลอิสระ แตเมื่อพิจารณาในสวนของสาร cryoprotectant จะเห็น
วา การใชสารสกัดจากขาวโพดและน้ําตาลซูโครสใหผลการรอดชีวิตที่ไมแตกตางกันในสภาวะที่
เปนกรด แสดงวาการใชสาร cryoprotectant ไมสงผลตอการเพิ่มการรอดชีวิตของโปรไบโอติกใน
สภาวะที่เปนกรด แตเปนการเติมสารสกัดจากถั่วเหลืองและตะกอนของถั่วเขียวในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
เปนตัวเพิ่มการรอดชีวิตของโปรไบโอติกเนื่องจากสารทั้งสองชนิดนั้นมีคุณสมบัติในการไมถูกยอย
ในระบบทางเดินอาหารตอนตนซึ่งมีทั้งสภาพที่เปนกรดและเปนดาง ดังเชนการทดลองของ 
Michida และคณะ (2006) มีการใชสารพรีไบโอติกจากธัญพืช ไดแก ขาวมอลต และบารเลย เปนตัว
ตรึงเซลลเพื่อชวยเคล่ือนยายโปรไบโอติกที่ตองผานทางเดินอาหารสวนตนที่มีทั้งกรดและเกลือน้ําดี
ไปสูลําไสใหญ โดย free cell ของ Lactobacillus plantarum ผานสภาวะที่เสมือนน้ํายอยในกระเพาะ
อาหารเปนเวลา 30 นาที ปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่มี 7.24  log CFU/มิลลิลิตร จะลดลงเหลือ 1.92  log 
CFU/มิลลิลิตร แตเมื่อตรึงเซลลดวย barley fiber ในสภาวะเดียวกันที่เวลา 30 นาทีปรากฏวาปริมาณ
เชื้อเร่ิมตนที่มี 7.24 log CFU/มิลลิลิตร จะลดลงเหลือ 5.1 log CFU/มิลลิลิตร ดวยเหตุผลที่วาสารที่
เปน fiber นั้นมีลักษณะเปนรูพรุน ชวยในการฝงตัวของเซลล ดังเชนใน Figure 15. จึงชวยปองกัน
เซลลจากการทําลายของสภาวะที่เปนกรดได  
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Figure 16.   Cell reduction of  freeze-dried Lactobacillus plantarum TISTR 875 with sucrose (A), 

corn extract (B) as cryoprotectant (closed symbols) and free cell (opened symbols) in 
acidic condition with pH 2 ( , ),3 ( , ), 4 ( , ) and 5 ( , ). 

 
6.2  การรอดชีวิตของโปรไบโอติกท่ีผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็งในสภาวะที่เปนเกลือน้ําดี 

นํา  L.  plantarum TISTR 875 ที่ผานการทําแหง (มีการเลี้ยงในอาหารที่สารสกัด
จากถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอน เติม crude fiber จากถั่วเขียวตะกอนละเอียด พเีอช 6.5 เล้ียงที่
อุณหภูม3ิ7 องศาเซลเซียสเก็บเกีย่วเซลลที่เวลา 24 ช่ัวโมง และทาํแหงแบบแชเยือกแข็งโดยใช
น้ําตาลซูโครสและสารสกัดจากขาวโพดเปนสาร cryoprotectant) ละลายลงในหลอดทดลองที่มี 3.0 
เปอรเซ็นต Bile salt ที่มีพีเอชเทากับ 8 (โดยใช 0.1 M NaOH) โดยใชเชือ้ L. plantarum TISTR 875 
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ที่ไมผานการทาํแหงมาเปรยีบเทียบ (เล้ียงในอาหาร MRS ปกติทีไ่มมีการเติมสารสกัดและcrude 
fiber จากธัญพืช) จากนั้นนาํไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางที่เวลา 0 และ 4 ช่ัวโมง 
เพื่อนับจํานวนเซลลโปรไบโอติก ที่รอดชีวิต  พบวา Lactobacillus plantarum TISTR 875 ทั้งที่ผาน
และไมผานการทําแหงไมมกีารลดลงของจํานวนเซลลเมื่ออยูในสภาวะที่เปนเกลือน้ําดี เปนเวลา 4 
ช่ัวโมง และการใชน้ําตาลซูโครสและสารสกัดจากขาวโพดเปนสาร cryoprotectant ก็ใหผลการ
ทดลองที่ไมแตกตางกัน (Figure 17.) เนื่องดวยเชื้อท่ีใชนั้นเปนโปรไบโอติกซึ่งคุณสมบัติในการทน
ตอเกลือน้ําดีอยูแลว การเตมิสารสกัดจากถั่วเหลือง การตมิ crude fiber จากถั่วเขยีวชนิดละเอยีดและ
การเติมสาร cryoprotectant จงึไมมีผลตอการทดลองในสวนนี ้ 
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Figure 17.     Number of  freeze-drying Lactobacillus plantarum TISTR 875 with sucrose (A), 
corn extract (B) as cryoprotectant and free cell in 3 % bile salt condition with pH 8 
at 0 and 4 hours.  
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7.  การรอดชีวิตของโปรไบโอติกท่ีผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็งเมื่อเก็บรักษาในอุณหภูมิและ
บรรจุภัณฑท่ีแตกตางกัน 

 L. plantarum ที่ผานการเลี้ยงในอาหารที่สารสกัดจากถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอน เติม 
crude fiber จากถั่วเขียวตะกอนละเอียด พีเอช 6.5 เล้ียงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เก็บเกี่ยวเซลลที่
เวลา 24 ช่ัวโมง และทําแหงแบบแชเยือกแข็งโดยใชน้ําตาลซูโครสและสารสกัดจากขาวโพดเปน
สาร cryoprotectant นําเซลลผงมาบรรจุในถุงลามิเนตในสภาวะสุญญากาศ และบรรจุในขวดแกวมี
การเติมกาซไนโตรเจนลงไป แลวนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิหอง เปน
เวลา 8 สัปดาห โดยเก็บตัวอยางทุก 2 อาทิตย เพื่อดูการรอดชีวิตและปริมาณความชื้นที่เกิดขึ้น 
พบวา  L. plantarum ที่เก็บรักษาในถุงลามิเนตมีการรอดชีวิตที่ดีกวาการเก็บรักษาในขวดแกว ใน
การเก็บรักษาทั้งสองอุณหภูมิ โดยที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส ที่เวลา 8 สัปดาห เชื้อท่ีเก็บในถุงลามิ
เนตมีการลดลง 0.84 log CFU/มิลลิลิตร สวนเชื้อที่เก็บในขวดแกวมีการลดลง 1.17 log CFU/
มิลลิลิตร ซ่ึงสอดคลองกับปริมาณความชื้นที่เพิ่มขึ้น 6.54 และ 12.51 เปอรเซ็นต  ที่อุณหภูมิหอง 
เชื้อที่เก็บในถุงลามิเนตมีการลดลง 5.18 log CFU/มิลลิลิตร สวนเชื้อที่เก็บในขวดแกวมีการลดลง 
6.37 log CFU/มิลลิลิตร ซ่ึงสอดคลองกับปริมาณความชื้นที่เพิ่มขึ้น 15.56 และ 18.78 เปอรเซ็นต 
(Figure 18.) เมื่อเปรียบเทียบกันในสวนของอุณหภูมิ พบวา การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 5 องศา
เซลเซียส มีการรอดชีวิตของเชื้อดีกวา การเก็บรักษาเชื้อท่ีอุณหภูมิหอง ซ่ึงอุณหภูมิที่สูงกวามีผลตอ
ปริมาณความชื้นที่สูงขึ้น ซ่ึงปริมาณความชื้นที่เพิ่มขึ้นมีผลตอการลดลงของจํานวนเชื้อ และเมื่อ
พิจารณาในสวนของภาชนะที่ใชบรรจุ พบวา การเก็บรักษาในถุงลามิเนตมีการรอดชีวิตที่ดีกวาการ
เก็บรักษาเชื้อในขวดแกว เนื่องจากวาภาชนะที่เปนขวดแกวที่ใชนั้นเปนแบบฝาเกลียวจึงมีการ
สงผานของออกซิเจนจากภายนอกสูภายในภาชนะบริเวณรอยเชื่อมตอของฝาไดดีกวาถุงลามิเนตซึ่ง
มีการเคลือบถึง 3 ช้ัน เปนผลใหปริมาณความชื้นของเชื้อท่ีบรรจุในขวดแกวสูงกวาความชื้นของเชื้อ
ที่บรรจุในถุงลามิเนตที่อยูในสภาวะสุญญากาศ ซ่ึงจากผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับผลการ
ทดลองที่มีการใชน้ําตาลซูโครสเปนสาร cryoprotectant เมื่อเก็บรักษาผลิตภัณฑในถุงลามิเนตที่ 5 
องศาเซลเซียสใหการรอดชีวิตของเชื้อดีกวาการเก็บในขวดแกวที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียสและ
อุณหภูมิหอง (Figure 19.) แตการใชน้ําตาลซูโครสเปนสาร cryoprotectant นั้น ความชื้นเริ่มตนจะ
ต่ํากวาการใชสารสกัดจากขาวโพดเปน cryoprotectant สงผลใหการลดลงของเชื้อเมื่อสัปดาหที่ 8 
นอยกวา โดยเชื้อลดลง 0.33 log CFU/มิลลิลิตร ในขณะที่การใชสารสกัดจากขาวโพดเปนสาร 
cryoprotectant มีการลดลงของเชื้อ 0.84 log CFU/มิลลิลิตร 
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Figure 18.   Viable population (A) and moisture content (B) of freeze-drying Lactobacillus 

plantarum with corn extract as cryoprotectant stored in vacuum aluminium foil and 

glass bottle with N2 at 5°C and  room temperature. 
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Figure 19.   Viable population (A) and moisture content (B) of freeze dried Lactobacillus 

plantarum with sucrose as cryoprotectant stored in vacuum aluminium foil and 

glass bottle with N2 at 5°C and  room temperature. 
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หลังจากการทําแหงแลวผลิตภัณฑที่ไดควรเก็บรักษาไวในสภาวะที่เหมาะสม 
เพื่อใหเชื้อมีการรอดชีวิตสูง ดังนั้นสภาวะที่จะทําใหเชื้อมีการรอดชีวิตต่ําเชน ออกซิเจน ความชื้น 
แสง การปนเปอนของเชื้ออ่ืน ๆ และ อุณหภูมิ ควรหลีกเล่ียง ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้การเก็บรักษา
เช้ือหลังการทําแหงไวในถุงลามิเนตจึงมีความเหมาะสมเนื่องจากถุงลามิเนตจะมีอัตราการซึมผาน
ของอากาศต่ํากวาภาชนะบรรจุอ่ืน ๆ เชน ขวดพลาสติก หรือ ขวดแกว (Ishibashi and Shimamura, 
1993)  นอกจากนี้ยังพบวาอุณหภูมิในการเก็บรักษาเปนปจจัยที่มีอิทธิพลตอการรอดชีวิตของ
เชื้อจุลินทรียมากที่สุด เนื่องจากการทดลองจะพบวาการเก็บรักษาเชื้อไวที่อุณหภูมิต่ํา ๆ เชนที่
อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียสจะทําใหเชื้อมีอัตราการรอดชีวิตที่สูงกวาการเก็บรักษาเชื้อไวที่
อุณหภูมิหอง อยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ  
Costa และคณะ (2002) ที่พบวา Pentoea agglomerans ที่เก็บรักษาไวที่ 4 องศาเซลเซียส มีปริมาณ
เชื้อลดลงเพียง 0.5 log CFU/มิลลิลิตร ที่เวลาการเก็บรักษา 90 วัน ในขณะที่เก็บรักษาไวที่ 25 องศา
เซลเซียส จะมีปริมาณเชื้อที่ลดลง 3 log CFU/มิลลิลิตร ที่เวลาการเก็บรักษา 28 วัน และ Saarela และ
คณะ (2006) พบวา Bifidobacterium sp. ที่เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิต่ํา จะมีการรอดชีวิตหลังการทํา
แหงสูงกวาการเก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง  ในการทดลองครั้งนี้ การเก็บรักษาเชื้อในถุงลามิเนต
สภาวะสุญญากาศ ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส จึงมีความเหมาะสมที่สุด 

8.  การรอดชีวิตของโปรไบโอติกท่ีผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็งเมื่อนําไปใชในผลิตภัณฑ
เคร่ืองดื่มทางการคา 

L. plantarum ที่ผานการเลี้ยงในอาหารที่สารสกัดจากถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอน 
เติม crude fiber จากถั่วเขียวตะกอนละเอียด พีเอช 6.5 เล้ียงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เก็บเกี่ยว
เซลลที่ เวลา 24 ช่ัวโมง และทําแหงแบบแชเยือกแข็งโดยใชสารสกัดขาวโพดเปนสาร 
cryoprotectant นําเซลลผงมาละลายดวยนมสด และน้ําสมพาสเจอไรซ มีเชื้อเร่ิมตน 7.31 และ 7.23 
log CFU/มิลลิลิตร จากนั้นน้ําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส สังเกตการณเปลี่ยนของ
จํานวนเซลลและพีเอชเปนเวลา 6 สัปดาห ดัง Figure 19. พบวา ในผลิตภัณฑนมพาสเจอไรซ เมื่อ
ถึงสัปดาหที่ 6 มีปริมาณเชื้อลดลงจากเดิม 0.44 log CFU/มิลลิลิตรในขณะที่ผลิตภัณฑนมพาสเจอ
ไรซมีเช้ือลดลงจากเดิม 0.35 log CFU/มิลลิลิตร  ซ่ึงในผลิตภัณฑนมยังตรวจพบการเจริญของ
แบคทีเรียที่อยูในนมนอกจากเชื้อโปรไบโอติกที่เติมลงไป แตการเจริญคอนขางคงที่ ในขณะที่ใน
ผลิตภัณฑน้ําสมไมพบการเจริญของแบคทีเรียชนิดอื่นเนื่องจากพีเอชของผลิตภัณฑที่ต่ํา (4.07) และ
เมื่อระยะเวลาผานไปพีเอชในน้ําสมลดลงเล็กนอย แตในน้ํานมพีเอชลดลงจาก 6.52 เปน 5.95 
ถึงแมวาจะเก็บรักษาผลิตภัณฑที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส แตในการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ําเชื้อ
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แบคทีเรียแลคติกยังคงสามารถมีกิจกรรมในการสรางกรดแลคติกสงผลใหคาความเปนกรด-ดางมี
คาลดลงได (Shah et al., 1995) ลักษณะของน้ํานมเมื่อเวลาผานไปมีการเปลี่ยนแปลงเปนขนหนืด
และมีการตกตะกอน ผลิตภัณฑน้ําสมมีการเปลี่ยนแปลงสีเล็กนอยเมื่อเวลาผานไป เมื่อเปรียบเทียบ
การเติมเชื้อในผลิตภัณฑนมกับผลิตภัณฑน้ําสมพาสเจอไรซ พบวา การเติมเชื้อในผลิตภัณฑน้ําสม
สามารถรอดชีวิตไดนานและลักษณะของผลิตภัณฑมีการเปลี่ยนแปลงนอยกวามากเมื่อเทียบกับ
การกเติมเชื้อในผลิตภัณฑนมซึ่งเก็บรักษาไดเพียง 4 สัปดาหก็เกิดการเปลี่ยนแปลงของผลิตภัณฑ
ไปจากรูปแบบเดิม ในขณะที่การเติมเชื้อในน้ําผลไมนั้นสามารถเก็บรักษาผลิตภัณฑไดนานกวา 
และมีปริมาณของเชื้อที่มีประโยชนเหลืออยูเพียงพอตอการเกิดประโยชนตอผูบริโภค  นอกจากนี้มี
การศึกษาของ ศริสา ทวีแสง (2548) โดยการเติมเชื้อโปรไบโอติก Lactobacillus acidophilus, 
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis และ เชื้อผสมระหวาง Lactobacillus acidophilus, 
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis .ในน้ําสม น้ําสับปะรด และน้ํามะเขือเทศ ที่เก็บในอุณหภูมิ 
5 องศาเซลเซียส ซ่ึงพบวา ในเวลา 21 วัน ปริมาณเชื้อมีแนวโนมลดลงเมื่อระยะเวลาเพิ่มขึ้น ซ่ึงการ
เติม Lactobacillus acidophilus ในน้ําสับปะรดและน้ํามะเขือเทศ มีการรอดชีวิตสูงที่สุด แตการ
เหลือรอดชีวิตของ Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis  ในผลิตภัณฑน้ําสมเทากับ 2.16 log 
CFU/มิลลิลิตร ซ่ึงมีปริมาณนอยมากต่ํากวาเกณฑมาตรฐานในระดับที่มีประโยชนตอรางการ ซ่ึง
ตองมีจุลินทรียที่มีประโยชนเหลือรอดชีวิตในผลิตภัณฑอยางนอย 6 log CFU/มิลลิลิตร นอกจากนี้
ยังมีการนําเชื้อในรูปแบบแหงเติมลงในผลิตภัณฑอ่ืนๆดวย ดังเชนการทดลองของ Saarela และ
คณะ (2006) ศึกษาการใช ไฟเบอรของแอปเปล  ขาวโอต wheat dextrin, polydextroseและ อินนูลิน 
เปนตัวพยุงเซลลในการทําแหงแบบ freeze-drying เปรียบเทียบกับการใช ซูโครสเปนตัวพยุง พบวา 
Lactobacillus rhamnosus  ที่ตรึงอยูในตัวพยุงที่เปนwheat dextrin และ polydextrose มีอัตราการ
รอดชีวิตสูงกวาตัวพยุงชนิดอื่น หลังจากผานการ freeze-drying หลังจากนั้นคัดเลือกตัวพยุงที่ให

การรอดชีวิตของ L. rhamnosus ดีที่สุดมา 4 ชนิด คือ sucrose,  oat flour 20% β-glucan, wheat 
dextrin และ polydextrose มาเติมในน้ําแอ็ปเปล และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 และ 20 องศาเซลเซียส 

พบวา  oat flour 20% β-glucan ใหผลการรอดชีวิตของ L. rhamnosus ไดดีที่สุด ทั้งสองอุณหภูมิที่
เก็บรักษาน้ําแอ็บเปล  

อายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑที่มีสวนประกอบของเชื้อโพรไบโอติกที่เก็บรักษา
โดยการแชเย็นจะอยูในชวง 3 – 6 สัปดาห ซ่ึงผลิตภัณฑที่ไดรับการเก็บรักษาโดยการแชเย็นจะมี
ความคงตัวของเชื้อโปรไบโอติกมากกวาผลิตภัณฑที่เก็บรักษาโดยไมไดแชเย็น สวนอายุการเก็บ
รักษาของผลิตภัณฑที่เติมเชื้อในลักษณะแหง จะประมาณ 12 เดือน แตอยางไรก็ตามการรอดชีวิต
ของโปรไบโอติกอาจลดลงไดระหวางระยะเวลาเก็บรักษา (Lori, 2001) 
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Figure 20.     Change of pH (A) and viable cell counts (B) in pasteurized milk and orange juice 
with and with out freeze dried Lactobacillus plantarum addition during 6 weeks 

storage at 5°C. 
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บทที่ 4  

บทสรุปและขอเสนอแนะ 

 โปรไบโอติก 4 สายพันธุ คือ Lactobacillus plantarum TISTR 875, Lactobacillus 
acidophilus TISTR 1034, Bifidobacterium longum DSM 20215 และ Bifidobacterium bifidum 
DSM 20456 มาทําการแชแข็งที่สภาวะตางกัน คือ -20, -80 และ -196 (ไนโตรเจนเหลว) องศา
เซลเซียส นําไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง หลังจากนั้นตรวจสอบการรอดชีวิตหลังจากการทําแหง 
โดยดูจากการลดลงของเซลลหลังการทําแหงซึ่งใหผลการทดลองที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (P<0.05) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต พบวา Lactobacillus plantarum TISTR 875 มี
การรอดชีวิตสูงที่สุดเมื่อผานการแชแข็งดวยไนโตรเจนเหลวกอนทําแหงแบบแชเยือกแข็ง โดยมี
การลดลงของเซลลหลังการทําแหง 0.18 log CFU/มิลลิลิตร หลังจากนั้นจึงใช Lactobacillus 
plantarum TISTR 875 ไปศึกษาในขั้นตอนตอไป 
 จากการศึกษาผลของสภาวะที่ใชในการเลี้ยงเชื้อตอการรอดชีวิตของ Lactobacillus 
plantarum TISTR 875 หลังการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง โดยเริ่มจาก การนําสารสกัดจากธัญพืช 3 
ชนิด คือ ถ่ัวเหลือง ถ่ัวเขียว และขาวโพด ซ่ึงผานการสกัดดวยน้ํามาใชศึกษาในสวนของการเปน
แหลงคารบอน พบวา การใชสารสกัดจากถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอนสามารถสงเสริมการรอดชีวิต
ของ Lactobacillus plantarum TISTR 875 หลังการทําแหงไดดี มีการลดลงของเซลล 0.11 log CFU/
มิลลิลิตร และจากการสกัดสารจากธัญพืชสวนของตะกอนที่เหลือ ก็คือ crude fiber นํามาเติมลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อใชเปนสารตัวกลางในการพยุงเซลล พบวา การเติม crude fiber จากถั่วเขียว
ตะกอนละเอียด ชวยให Lactobacillus plantarum TISTR 875 มีการลดลงของเซลลหลังการทําแหง
นอยกวา การไมเติม crude fiber โดยเซลลลดลง 0.25 และ 0.51 log CFU/มิลลิลิตร ตามลําดับ 
นอกจากนี้ยังพบวาการปรับพีเอชของอาหารเปน 6.5 และการวางเลี้ยงเช้ือที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสนั้น เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อและชวยใหเชื้อมีการรอดชีวิตที่ดีหลังจากการทําแหง
แบบแชเยือกแข็ง 
 นอกจากปจจัยของสภาวะในการเลี้ยงเชื้อที่มีผลตอการรอดชีวิตของ Lactobacillus 
plantarum TISTR 875 หลังการทําแหงแบบแชเยือกแข็งแลว ระยะการเจริญของเชื้อที่ใชสําหรับเกบ็
เกี่ยวเซลลก็เปนอีกปจจัยหนึ่ง จากการการทดลองศึกษา ระยะการเจริญของเชื้อ 3 ระยะ คือ late log 
phase, mid stationary phase และ late stationary phase ซ่ึงพบวาใหผลการลดลงของเชื้อหลังการทํา
แหงแบบแชเยือกแข็งไมแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) แตเลือกเก็บเกี่ยวเซลลที่ระยะ mid 
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stationary phase ซ่ึงเปนชวงที่เช้ือมีปริมาณสูงกวาระยะอื่น หลังจากนั้นทําการศึกษาถึงชนิดของ
สาร cryoprotectant ที่สงเสริมใหเชื้อมีการรอดชีวิตดีที่สุดหลังการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง ซ่ึงสารที่
ใช ไดแก นมพรองมันเนย (skim milk), ซูโครส, Fructo-oligosacchrides (FOS), สารสกัดถ่ัวเหลือง, 
crude fiber ถ่ัวเหลือง, สารสกัดขาวโพด, crude fiber ขาวโพด, สารสกัดถ่ัวเขียว, crude fiber ถ่ัว
เขียว A,B และ EPSs ซ่ึงจากการลดลงของเซลลหลังการทําแหงมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (P<0.05) โดยการใชซูโครสเปนสาร cryoprotectant ใหการลดลงของเชื้อหลังการทําแหง
นอยที่สุด เทากับ 0.19 log CFU/มิลลิลิตร และสารสกัดจากขาวโพดเปนสาร cryoprotectant ใหการ
ลดลงของเชื้อหลังการทําแหงนอยที่สุดรองลงมา เทากับ 0.26 log CFU/มิลลิลิตร 
 จากการทดลองดังที่กลาวมาขางตนจะได Lactobacillus plantarum TISTR 875 ชนิดผง ที่
ผานการเลี้ยงดวยอาหาร MRS ดัดแปลงที่มีการใชสารสกัดจากถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอน มีการ
เติม crude fiber จากถั่วเขียวชนิดละเอียด พีเอชอาหาร 6.5 ทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมงแลวทําการเก็บเกี่ยวเซลล มีการเติมสารสกัดจากขาวโพด เปนสาร 
cryoprotectant เพื่อเปนผลิตภัณฑซินไบโอติก แลวจึงนําไปแชแข็งดวยไนโตรเจนเหลว ตอไปก็เขา
สูกระบวนการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง ไดผลิตภัณฑออกมาในรูปแบบผง 
 ผลิตภัณฑที่ไดนํามาทดสอบการทนตอสภาวะกรดและเกลือน้ําดี พบวา สามารถทนตอ
สภาวะกรดที่พีเอช 2 ไดดีกวาเซลลอิสระที่เล้ียงดวยอาหาร MRS ปกติและไมมีการทําแหง สวนใน
ภาวะที่เปนเกลือน้ําดีนั้นสามารถทนไดเชนกัน และไมมีการลดลงของเซลลในระยะเวลา 4 ช่ัวโมง
เชนเดียวกับเซลลอิสระ นอกจากนั้นผลิตภัณฑที่ไดนํามาบรรจุในถุงลามิเนตสภาวะสุญญากาศ และ
ในขวดแกวที่มีการเติมกาซไนโตรเจน เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิหอง 
พบวา การเก็บรักษาผลิตภัณฑในถุงลามิเนตสภาวะสุญญากาศที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส มีความ
เหมาะสมมากที่สุด เพราะวามีการลดลงของเซลล 0.84 log CFU/มิลลิลิตร ซ่ึงนอยกวาวิธีการที่เหลือ 
เมื่อเก็บรักษาเปนเวลา 8 สัปดาห ในขณะเดียวกันการเติมผลิตภัณฑในรูปแบบแหงในผลิตภัณฑนม
สดและน้ําสมพาสเจอไรซ ซ่ึงเก็บที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส พบวา การเติมเชื้อทั้งในน้ํานมและ
น้ําสมสามารถคงตัวอยูไดนานถึง 6 สัปดาห โดยที่ผลิตภัณฑน้ําสมมีการเปลี่ยนแปลงนอยที่สุด และ
มีการลดลงของเชื้อ 0.35 log CFU/มิลลิลิตร ในขณะที่การเติมเชื้อในนมสดมีการเปลี่ยนแปลงของ
ผลิตภัณฑในสัปดาหที่ 4 ซ่ึงปริมาณเชื้อท่ีเหลืออยูในน้ําสมและน้ํานมนั้นเพียงพอที่เปนประโยชน
ตอรางกายผูบริโภค ซ่ึงกําหนดไววาตองมีจุลินทรียที่มีประโยชนในผลิตภัณฑอยางนอย 6  log 
CFU/มิลลิลิตร  
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมสารเคมี 

 
1. องคประกอบและการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  

1.1 สารเคมีสําหรับเตรียมอาหาร De Man Rogosa Sharpe (MRS)  
องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 Proteose peptone     10     กรัมตอลิตร 
 Beef extract             10     กรัมตอลิตร 
 Yeast extract            5       กรัมตอลิตร 
 Dextrose                 20     กรัมตอลิตร 
 Tween 80          1       มิลลิลิตรตอลิตร 
 Ammonium citrate     2       กรัมตอลิตร 
 Sodium acetate           5       กรัมตอลิตร 
 Magnesium sulphate     0.10  กรัมตอลิตร 
 Manganese sulphate     0.05  กรัมตอลิตร 
 Dipotassium phosphate    2        กรัมตอลิตร 
วิธีการเตรียม 

ช่ังอาหาร 55.15 กรัมตอน้ํากล่ัน 1 ลิตร คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic stirrer แลวทํา
ใหปราศจากเชื้อดวยเครื่องนึ่งฆาเชื้อความดันไอน้ําที่ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 
1.2  สารเคมีทีใ่ชในการวเิคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดวิซ โดยวิธี Modified dinitrosalicylic acid 
องคประกอบ 

 NaOH       10     กรัมตอลิตร 
 Na2SO3       0.5   กรัมตอลิตร 
 Sodium potassium tratrat               200    กรัมตอลิตร 
 3,5-Dinitrosalicylic acid    10    กรัมตอลิตร 
 Phenol       2      กรัมตอลิตร 
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วิธีการเตรียม 
ช่ัง NaOH ตามปริมาณที่กําหนด ละลายในน้ํากลั่น 0.9 ลิตร จากนั้นนําสวนประกอบที่

เหลือละลายในสารละลาย NaOH ที่เตรียมไว คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic stirrer หลังจาก
นั้น นํามาปรับปริมาตรดวยขวดปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร ดวยน้ํากลั่น 
 

1.3 สารละลาย phenol ที่ใชในการวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลทั้งหมด โดยวิธี Modified 
phenol sulfuric acid 
 Phenol       50     กรัมตอลิตร 
  
วิธีการเตรียม 
 ช่ัง Phenol ตามปริมาณที่กําหนดละลายในน้ํากลั่น 0.9 ลิตร จากนั้นปรับปริมาตรใหได 1 
ลิตรดวยขวดปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น 
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ภาคผนวก ข 

วิธีวิเคราะห 

1.  การเตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย 

นําเชื้อโปรไบโอติกทั้ง 4 สายพันธุ(Lactobacillus plantarum TISTR 875, 
Lactobacillus acidophilus TISTR 1034, Bifidobacterium longum DSM 20215 และ Bifidobacterium 
bifidum DSM 20456) เล้ียงในอาหาร MRS ที่มีการเติม L-cysteine-hydrochloride 0.05 เปอรเซ็นต 
น้ําหนักตอปริมาตร ในขวดฝาปดสนิทขนาด 10 มล. บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นถายเชื้อ
เร่ิมตน 10 เปอรเซ็นต ลงในอาหาร MRS บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24  ช่ัวโมง แยกตัว
เซลลโดยนําไปหมุนเหวี่ยง 8000×g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ลางตัวเซลลดวย
น้ําเกลือปลอดเชื้อ 0.85 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร 2 ครั้ง และ เติมน้ําเกลือปลอดเชื้อ 0.85 
เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร เพื่อทําใหเปน suspension และเจือจางจนไดความเขมขน 108 CFU/มล. 

2.   การนับจํานวนแบคทีเรียท้ังหมด 

2.1  การนับจํานวนแบคทีเรียท่ีไมผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง (freeze-drying) 
นําตัวอยางเชื้อมาทําการเจือจางดวย 0.85% น้ําหนักตอปริมาตร ของโซเดียมคลอ

ไรด จนไดความเขมขน 106, 107 และ 108 CFU/มล. ดูดตัวอยางแตละความเขมขนมา 1 มล. ทําการ 
pour plate ดวยอาหาร MRS agar ที่มีการเติม bromocresol purple 0.02 เปอรเซ็นต สําหรับ 
Bifidobacterium ทําการ pour plate ดวยอาหาร MRS ที่มีการเติม L-cysteine-hydrochloride 0.05 
เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะไรอากาศ เปน
เวลา 48 ช่ัวโมง นับจํานวนโคโลนีและรายงานผลในรูป CFU/มล.  

2.2  การนับจํานวนแบคทีเรียท่ีผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง (freeze-drying) 
นําตัวอยางที่ผานการทําแหง 1 กรัม มาละลายใน 0.15% น้ําหนักตอปริมาตรของ 

peptone water ปริมาตร 9 มล. ทําการผสมใหเขากันดวย vortex เปนเวลา 15 วินาที ทําการเจือจาง
ดวย peptone water จนไดความเขมขน 106, 107 และ 108 CFU/มล. ดูดตัวอยางแตละความเขมขนมา 
1 มล. ทําการ pour plate ดวยอาหาร MRS agar สําหรับ Bifidobacterium ทําการ pour plate ดวย
อาหาร MRS ที่ มีการเติม L-cysteine-hydrochloride 0.05 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร ที่มีการ
เติม bromocresol purple 0.02 เปอรเซ็นต  แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะไร
อากาศ เปนเวลา 48 ช่ัวโมง นับจํานวนโคโลนีและรายงานผลในรูป CFU/กรัม สวน Lactobacillus 
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ทําการ spread plate บนบนอาหารแข็ง MRS ที่มีการเติม bromocresol purple 0.02 เปอรเซ็นต (นับ
โคโลนีที่เปลี่ยนสีอาหาร MRS agar จากสีมวงเปนสีเหลือง) 

3.  การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามวิธีการ Dinitrosalicylic acid ของ Miller (1959) 

(Robertson et al., 2001) 

การเตรียมตัวอยางสารละลายน้ําตาลกลูโคสมาตรฐาน 
เตรียมสารละลายน้ําตาลกลูโคสมาตรฐานโดยชั่งน้ําตาลกลูโคส 0.1 กรัมละลายใน

ขวดปรับปริมาตรเติมน้ํากล่ันใหครบ 100 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปเจือจางใหไดสารละลายมาตรฐาน
น้ําตาลกลูโคสความเขมขนอยูระหวาง 0 – 500 ไมโครกรัมตอลิตร แลวทําการทดลองโดยเติม
สารละลายกลูโคส 100 ไมโครลิตร เติมลงในไมโครไตเตอรเพลท แลวเติมสารละลายกรดไดไน
โตรซาลิไซลิก (DNS) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขยาผสมใหเขากัน ปดไมโครไตเตอรเพลท ดวย
พลาสติกใส (polyvinylchloride cling film) แลวใสในถุงซิป นําไปตมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 30 นาที ทําใหเย็นทันที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 575 นาโนเมตร นํา
คาที่ไดมาทํากราฟมาตรฐานและหาสมการ  

การวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซในตัวอยาง 
นําตัวอยางที่เจือจางเหมาะสมปริมาตร 100 ไมโครลิตร เติมลงในไมโครไตเตอร

เพลท แลวเติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNS) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขยาผสมใหเขา
กัน ปดไมโครไตเตอรเพลทดวยพลาสติกใส (Polyvinylchloride cling film) แลวใสในถุงซิป นําไป
ตมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ทําใหเย็นทันที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 575 นาโนเมตร นําคาที่ไดมาแทนคาในสมการกราฟมาตรฐาน  

y = 0.0021x - 0.1668
R2 = 0.9827
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Figure 21. Standard curve of reducing sugar 
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4.  การวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลทั้งหมด (total sugar) โดยใชวิธี Modified phenol sulfuric 
method ( Fox and Robyt, 1991) 

เติมตัวอยางปริมาตร 25 ไมโครลิตร  ลงในไมโครไตเตอรเพลท หลังจากนั้นเติม 5 
เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร phenol ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน (ประมาณ 30 วินาที) 
นํา ไมโครไตเตอรเพลท วางบนกอนน้ําแข็ง และเติมกรดซัลฟวริกเขมขน ปริมาตร 125 ไมโครลิตร
ผสมใหเขากัน (ประมาณ 30 วินาที) หุมไมโครไตเตอรเพลทดวยพลาสติกใส และนําไปใสใน 
plastic zipper bag นําไปตมที่ 80  องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ทําใหเย็นและนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ดวยเครื่อง ไมโครไตเตอรเพลท เทียบคาการดูดกลืน
แสงที่ไดกับกราฟมาตรฐานของกลูโคส 
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Figure 22.  Standard curve of total sugar.  

 
5.  การวิเคราะหหาปริมาณความชื้น (AOAC, 1990) 
 1.  อบภาชนะสําหรับหาความชื้นในตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง นํา
ออกจากตูอบใสไวในโถดูดความชื้น ปลอยทิ้งไวจนอุณหภูมิของภาชนะเทากับอุณหภูมิหองแลวช่ัง
น้ําหนัก 
 2.  ทําซ้ําขอ 1 จนไดผลตางของน้ําหนักที่ช่ังทั้งสองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัมและจด
บันทึก 
 3.  ช่ังตัวอยางใสภาชนะหาความชื้นซึ่งทราบน้ําหนักและบันทึกน้ําหนักที่แนนอนของภาชนะ
และตัวอยาง 



81 
 

 4.  นําไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4-5 ช่ัวโมงนําออกจากตูอบใสไว
ในโถดูดความชื้น ปลอยทิ้งไวจนอุณหภูมิของภาชนะเทากับอุณหภูมิหองแลวช่ังน้ําหนัก 
 5.  ช่ังน้ําหนักภานะและตัวอยางหลังจากนั้นนํากลับไปอบในตูอบและทําซ้ําเชนเดิมจนไดผล
ตางของน้ําหนักที่ช่ังทั้งสองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัมและจดบันทึก 
 วิธีการคํานวณ 
ปริมาณความชื้น (รอยละ)  =  (น้ําหนกัตัวอยางกอนอบ-น้ําหนกัตัวอยางหลังอบ) 

น้ําหนกัตัวอยางกอนอบ 
x 100 
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ภาคผนวก ค 

ผลการทดลอง 

Table 4 .  Survival of probiotics  before and after  freeze-drying. 
Probiotic Strains  

Freezing temperature L. acidophilus L. plantarum B.bifidum B. longum 
before 9.03±0.10 9.22±0.34 6.07±0.07 8.34±0.02 

-20°C 
after 8.71±0.11 8.85±0.35 4.97±0.05 6.52±0.41 

before 9.03±0.10 9.22±0.34 6.07±0.07 8.34±0.02 
-80°C 

after 8.41±0.15 8.70±0.34 4.70±0.22 6.93±0.18 
before 9.82±0.13 9.74±0.10 6.61±0.10 8.55±0.07 

-196°C 
after 9.17±0.06 9.56±0.15 6.03±0.09 7.94±0.02 

 
Table 5.  Survival of  Lactobacillus plantarum TISTR 875 in MRS medium contained soybean 

extract, corn extract, mungbean extract, FOS, sucrose glucose as carbon sources and 
non carbon source before and after freeze-dry. 

log CFU/ml 
Carbon source 

Before After 
% survival 

Without carbon source 9.16 ±0.02 8.60±0.02 93.85±0.37 
Glucose 9.15±0.10 8.89±0.06 97.07±0.44 
Sucrose 9.43±0.14 8.85±0.08 94.18±0.87 
FOS 9.11±0.07 8.67±0.04 95.09±0.31 
Soybean extract 9.04±0.02 8.93±0.04 98.72±0.58 
Mungbean extract 9.25±0.05 9.13±0.09 98.72±0.62 
Corn extract 9.03±0.08 8.87±0.14 98.30±0.65 
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Table 6.  Survival of  Lactobacillus plantarum TISTR 875 in MRS medium contained soybean 
extract as carbon sources and crude fiber 2 % from soybean, corn, mungbean(A and B), 
EPSs and control not crude fiber before and after freeze-dry. 

log CFU/ml 
Crude fiber 

Before After 
% survival 

Without crude fiber 9.08 ±0.01 8.56±0.04 94.29±0.44 
soybean 9.05±0.07 8.32±0.06 92.01±0.16 
corn 8.90±0.18 7.88±0.17 88.19±0.38 
Mungbean A 9.34±0.02 8.90±0.04 95.29±0.29 
Mungbean B 9.16±0.08 8.85±0.08 97.24±0.13 
EPSs 8.95±0.08 8.64±0.06 96.08±0.13 
 

   Table  7.   Survival of  Lactobacillus plantarum TISTR 875 in MRS medium contained soybean 
extract as carbon sources and 2 % crude fiber from mungbean B and pH of medium 
such as 4, 5, 6.5 and 7 before and after freeze-dry. 

log CFU/ml 
pH 

Before After 
% survival 

pH 4 9.56 ±0.15 7.77±0.00 81.34±1.35 
pH 5 9.90±0.29 8.68±0.32 87.70±0.73 

pH 6.5 10.17±0.04 9.76±0.06 96.05±0.80 
pH 7 9.92±0.05 8.89±0.10 89.60±0.62 
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Table 8.  Survival of  Lactobacillus plantarum TISTR 875 in MRS medium contained soybean 
extract as carbon sources, 2 % crude fiber  from mungbean B, pH 6.5 and incubated at 

30, 37 and 45°C before and after freeze-dry.   
log CFU/ml 

Temperature (°C) 
Before After 

% survival 

30 8.51 ±0.03 7.99±0.03 93.92±0.05 
37 8.53±0.02 8.09±0.02 94.77±0.08 
45 7.95±0.23 6.86±0.14 86.28±0.79 

 
Table 9.  Survival of  Lactobacillus plantarum TISTR 875 in MRS medium contained soybean 

extract as carbon sources, 2 % crude fiber from mungbean B, pH 6.5, incubated at 

37°C and harvested cell at late log phase, mid stationary phase and late stationary 
phase before and after freeze-dry 

log CFU/ml 
Growth phase 

Before After 
% survival 

Late log phase 8.86 ±0.01 8.67±0.02 97.84±0.24 
Mid stationary phase 8.76±0.02 8.60±0.04 98.17±0.18 
Late stationary phase 8.98±0.01 8.80±0.05 98.05±0.28 
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Table 10.    Survival of  Lactobacillus plantarum TISTR 875 in MRS medium contained soybean  
extract as carbon sources, 2 % crude fiber  from mungbean B, pH 6.5, incubated at 

37°C, harveated cell at mid stationary phase and used various cryoprotectants before 
and after freeze-dry 

log CFU/ml 
cryoprotectant 

Before After 
% survival 

sucrose 7.99 ±0.00 7.79±0.05 97.54±0.68 
Skim milk 8.06±0.00 7.71±0.01 95.75±0.05 
FOS 8.06±0.00 6.81±0.10 84.45±1.30 
EPSs 8.07 ±0.01 7.24±0.03 89.20±0.43 
Soybean extract 7.79±0.02 6.88±0.05 81.36±0.68 
Soybean crude fiber 7.98±0.01 6.49±0.10 89.20±1.31 
Corn ex  tract 8.00 ±0.01 7.74±0.01 96.81±1.43 
Corn crude fiber 8.02±0.01 7.05±0.02 87.86±0.58 
Mungbean extract 7.88±0.01 7.03±0.11 87.11±0.66 
Mungbean crude fiberA 7.93±0.01 6.91±0.04 87.11±0.20 
Mungbean crude fiberB 7.90±0.01 6.95±0.05 87.98±0.32 
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